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Zusammenfassung
Dectin-1 ist ein Musterkennungrezeptor auf Zellen des Immunsystem, welcher
beta-Glukane in der Zellwand von pathogenen Pilzen erkennen und u¨ber Syk-
vermittelte Signalwege sowohl Mechanismen des angeborenen, als auch des
adaptiven Immunsystems auslo¨sen kann.
In dieser Arbeit wurden neue Interaktionen und die vermittelte Signalweiter-
leitung des C-Typ Lektin-Rezeptors Dectin-1 untersucht. Im Detail wurde vor
allem die Mo¨glichkeit einer Interaktion von Dectin-1 mit Annexin 1 untersucht,
die aufgrund von Vorversuchen in diesem Labor wahrscheinlich war. Außer-
dem wurde die Signalweiterleitung von Dectin-1 in Dexamethason behandelten
dendritischen Zellen untersucht, welche hohe Mengen Dectin-1 exprimieren
und tolerogene Eigenschaften haben. Die Ergebnisse wurden mit gewo¨hnlichen
dendritischen Zellen verglichen. Beide Zelltypen wurden ex vivo aus Mono-
zyten gesunder Spender differenziert. Im Folgenden werden die wichtigsten
Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammengefasst.
Zur Untersuchung der mo¨glichen Interkation von Dectin-1 und Annexin 1
wurden zwei verschiedene Zelllinien mit Dectin-1 bzw. Dectin-1 und Annexin 1
transfiziert. Hek293-Zellen, die mit Dectin-1 transfiziert wurden, nahmen beta-
Glukane auf und transportierten diese in Kompartimente mit verringertem
pH-Wert. Hek293-Zellen exprimierten geringe Mengen des mo¨glichen Dectin-
1 Interaktionspartners Annexin 1. Ausschalten des Annexin-1 Gens mittels
eines CRISPR/Cas9-Plasmids fu¨hrte zu einer signifikanten Verringerung der
Aufnahme von FITC-Zymosan.
Die Expression von Annexin 1 und Dectin-1 in Schneider Zellen fu¨hrte ana-
log zu einer erho¨hten Aufnahme von FITC-Zymosan gegenu¨ber Schneider
Zellen die nur Dectin-1 exprimierten. Mit Hilfe von Immunfluoreszenz konnte
weiterhin gezeigt werden, dass Dectin-1 und Annexin 1 auf phagosomalen
Strukturen kolokaliseren. Dies konnte sowohl fu¨r transfizierte Schneider Zellen,
als auch fu¨r dendritische Zellen gezeigt werden. Mittels Pra¨zipitationsexpe-
rimenten konnte außerdem gezeigt werden, dass Annexin 1 in Abha¨ngigkeit
von Calciumionen an Zymosan bindet. Da Annexin 1 auch auf gescha¨digten
Zellen externalisiert wird, wurde untersucht ob Dectin-1 an diese bindet. Dazu
wurde die extrazellula¨re Doma¨ne von Dectin-1 in E. coli exprimiert und an-
schließend im Labormaßstab aufgereinigt. Bindungsstudien an gescha¨digten
Jurkat-Zellen, die Annexin 1 an ihrer Oberfla¨che externalisierten, zeigten eine
Bindung der rekombinanten extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1 an diese
Zellen. Die Entfernung von Annexin 1 von der Oberfla¨che zeigte allerdings,
dass weiterhin eine Bindung von Dectin-1 nachgewiesen werden konnte. An-
nexin 1 konnte allerdings in Eluaten detektiert werden, wenn Dectin-1 aus
Lysaten doppelt transfizierter Schneider S2 Zellen mittels eines spezifischen
Antiko¨rpers pra¨zipitiert wurde.
Die Aufnahme von mit Zellfarbstoffen gefa¨rbten gescha¨digten Zellen durch
Dectin-1 transfizierte Hek293 wurde ebenfalls untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression von Dectin-1 zu einer Erho¨hung der Aufnahme
von gescha¨digten Zellen fu¨hrt. Dectin-1 scheint eine Rolle bei der Aufnahme
von gescha¨digten Zellen zu spielen. Die Strukturen die Dectin-1 dabei bindet,
bleiben im Rahmen dieser Arbeit unklar.
Die Behandlung von Patienten mit Dexamethason kann zu einem erho¨htem
Risiko einer Infektion mit Pathogenen wie Pilzen fu¨hren. Es wurde gezeigt, dass
Dectin-1 einer der wichtigsten Rezeptoren zur Erkennung von beta-Glukanen
in der Zellwand von Pilzen ist. Die Stimulation von Dectin-1 erho¨ht die Pro-
duktion von Zytokinen und Chemokinen und die T-Zell-stimulatorischen Ei-
genschaften von dendritischen Zellen und vermittelt so die U¨berwindung von
Pilzinfektionen.
Hier wurde erstmals gezeigt, dass antigen-pra¨sentierende Zellen, die in Ge-
genwart von Dexamethason generiert werden (Dex-DC), hohe Level von Dectin-
1 exprimieren, keine allogenen T-Zellen zur Proliferation anregen ko¨nnen und
eine deutliche verringerte Expression kostimulatorischer Moleku¨le zeigen,
wenn diese mit Dectin-1 Liganden stimuliert wurden. Stimulation von Dex-
DC mit beta-Glukanen lo¨ste eine starke Phosphorylierung der Kinase Syk aus
und erho¨hte die Sekretion von IL-10 und IL-1beta, wa¨hrend die Sekretion von
IL-12, IL-23 und TNF-alpha reduziert war. Syk nachfolgend wurde STAT3 phos-
phoryliert und die nuklea¨re Translokation von Trankriptionsfaktoren, die die
Aktivierung und Funktion von dendritischen Zellen beeinflussen, verhindert.
p50, ein IL-10 induzierender Transkriptionsfaktor, wurde hingegen in hoher
Konzentration in nuklea¨ren Lysaten von Dex-DC nachgewiesen.
Zusa¨tzlich kam es zu einer versta¨rkten Bildung von Superoxid-Anionen
durch Dex-DC, die in vivo zu Gewebescha¨den beitragen ko¨nnten. Die Genera-
tion von Superoxid-Anionen war Syk-, src- und Dectin-1-abha¨ngig. Die Syk-
Aktivita¨t wird durch mehrere Phosphatasen wie CD45 und SHP-1 reguliert. In
Lysaten von Dex-DC konnte eine verringerte Expression der Phosphatase SHP-
1 nachgewiesen werden, wa¨hrend CD45 in gleichem Maße exprimiert wurde.
Insgesamt schien Dexamethason vor allem die von Dectin-1 vermittelte adapti-
ve Immunantwort zu beeinflussen, wa¨hrend Mechanismen des angeborenen
Immunsystems teilweise betont werden. Vermutlich spielte die Aktivierung
von STAT3 u¨ber Dectin-1/Syk hierbei eine entscheidende Rolle. Dex-DC die
mit dem Jak/STAT-Inhibitor Ruxolitinib vorbehandelt wurden, zeigten nach
Stimulation mit LPS oder Curdlan eine deutliche Erho¨hung der Expression
des kostimulatorischen Moleku¨ls CD86. Insgesamt scheinen Mechanismen des
angeborenen Immunsystems in Dex-DC im Vergleich zu iDC teils versta¨rkt
aktiviert zu werden, wenn Dectin-1 auf diesen stimuliert wurde. Dieser Befund
zeigt wie wichtig die adaptive Immunantwort – wie die durch Dectin-1 vermit-
telte Induktion und Aktivierung von Th1/Th17 Zellen – mo¨glicherweise bei
der Kontrolle von C. albicans-Infektionen ist.
Die unter Dexamethason generierten antigenpra¨sentierenden Zellen entspra-
chen in ihrem Pha¨notyp tolerogenen dendritischen Zellen. Tolerogene dendriti-
sche Zellen sind mo¨glicherweise ein interessantes Werkzeug zur Vermittlung
von Toleranz gegenu¨ber Selbstantigenen. Dectin-1 ist mo¨glicherweise geeignet
um Antigene in tolerogene Zellen zu schleusen und dadurch antigenspezifische
Toleranz zu vermitteln. In dieser Arbeit wurde dazu das Modellprotein DQ-BSA
an Zymosan angelagert und zu verschiedenen Dectin-1 exprimierenden Zellen
gegeben. DC und Dex-DC zeigten eine effiziente Aufnahme von Zymosan, an
das DQ-BSA angelagert wurde, u¨ber Dectin-1. Gegenu¨ber der alleinigen Zuga-
be von DQ-BSA konnte ein erho¨hte Prozessierung bei Aufnahme von DQ-BSA
zusammen mit Zymosan festgestellt werden. Die Machinerie zur Prozessierung
von Antigenen war demzufolge in Dex-DC nicht eingeschra¨nkt.
Abstract
Dectin-1 is a pattern-recognition receptor on cells of the immune system, which
recognizes beta-glucans in the cell wall of pathogenic fungi and subsequently
induces innate and adaptive immune responses via Syk-mediated signaling
pathways.
In this thesis new interactions and signaling of the c-type lectine receptor
Dectin-1 were analyzed. In detail, the possible interaction of Dectin-1 and An-
nexin 1 was analyzed, which was shown to be likely as shown by previous
experiments. Further, Dectin-1 mediated signaling was analyzed in dexametha-
sone treated dendritic cells, which express high levels of the receptor and have
tolerogenic properties. These results were compared to conventional dendritic
cells. Both cell types were differentiated ex vivo from monocytes of healthy
donors. Hereinafter the main findings of the experiments is briefly presented.
To assess new interaction partners of Dectin-1, two different cell lines were
transfected with Dectin-1 or Dectin-1 and Annexin 1. Hek293 cells, that were
transfected with Dectin-1, efficiently engulfed beta-glucans and transported
them to acidic compartments. Hek293 cells expressed low levels of Annexin
1. Knockout of Annexin 1 via a CRISPR/Cas9 knockout plasmid in Hek293
reduced uptake of FITC-Zymosan significantly. The expression of Dectin-1
and Annexin 1 in Schneider cells led to increased uptake of FITC-Zymosan as
compared to Dectin-1 expressing Schneider cells. With the help of immunefluo-
rescence, we further could show, that Annexin 1 and Dectin-1 colocalized on
phagosomal structures. This could be shown for double transfected Schneider
cells and monocyte-derived dendritic cells. Furthermore precipitation expe-
riments showed, that Annexin 1 could bind to Zymosan in the presence of
calcium ions. As Annexin 1 is also externalized on damaged cells, we tested if
Dectin-1 binds to this cells. To do so, the extracellular domain of Dectin-1 was
expressed in E. coli and was subsequently purified at laboratory scale. Damaged
Jurkat cells, that externalized Annexin 1 on their surface, showed binding of
recombinant Dectin-1. Stripping of Annexin 1 from the cell surface did not
reduce binding of Dectin-1. Nevertheless it was possible to detect Annexin 1 in
eluates from precipitations of Dectin-1 from lysates of double transfected cells.
Uptake of damaged cells by Dectin-1 transfected Hek293 was analyzed by
using stained apoptotic cells. Transfection of Dectin-1 into Hek293 led to an
increased uptake of damaged Jurkat cells. Dectin-1 seems to play role in uptake
of damaged cells. The structures that are recognized by Dectin-1 remain unclear
in the context of this work.
Treatment of patients with glucocorticoids often results in an increased risk
of infection with pathogens such as fungi. Dectin-1 was shown to be one of the
major receptors for fungal beta-glucans. Activation of Dectin-1 increases the
production of cytokines, chemokines and T-cell stimulatory capacity of DC and
mediates resolution of fungal infections.
Here we show that antigen-presenting cells generated in the presence of
dexamethasone (Dex-DC) expressed high levels of Dectin-1, had a reduced
capacity to stimulate T-cell proliferation and decreased expression of costimu-
latory molecules, that could not be enhanced upon stimulation with Dectin-1
ligands. Stimulation of Dex-DC with beta-glucans induced a strong upregulati-
on of Syk-kinase phosphorylation and increased secretion of IL-10 and IL-1beta,
while the production of IL-12, IL-23 and TNF-alpha was reduced or absent.
Downstream of Syk, stimulation of Dectin-1 on Dex-DC resulted in phospho-
rylation of STAT3 and reduced nuclear translocalization of transcription factors
involved in dendritic cell activation and function. Solely p50, a IL-10 inducing
transcription factor, could be detected in nuclear lysates of Dex-DC.
Additionally there was an increased generation of superoxide-anions by
Dex-DC, which might contribute to tissue damage in C. albicans infection in vivo.
Generation of superoxide-anions was dependent on Syk, src and Dectin-1. The
activity of Syk is modulated by phosphatases like CD45 and SHP-1. In lysates
of Dex-DC SHP-1 expression was redued, whereas expression of CD45 was
not affected. Taken together treatment of DC with dexamethasone seemed to
influence Dectin-1 mediated adaptive response, whereas mechanisms of the
innate response were partly pronounced. Presumably activation of STAT3 via
Dectin-1/Syk played an important role in this process. Dex-DC that were pre-
treated with the Jak/STAT-inhibitor ruxolitinib showed an increased expression
of CD86 after stimulation with LPS or curdlan. Taken together these results
showed that innate mechanisms of the immune system are pronounced compa-
red to iDC when Detin-1 was stimulated. This findings showed how important
adaptive immune response – like induction and activation of Th1/Th17 cells
via Dectin-1 – might be to control infections with C. albicans.
The phenotype of antigen-presenting cell generated under the influence of
dexamethasone corresponds to tolerogenic dendritic cells. Tolerogenic dendri-
tic cells are presumably an interesting tool to mediate tolerance against self-
antigens. Dectin-1 might be suitable to deliver antigens into tolerogenic cells
to induce antigen-specific tolerance. In this thesis the model protein DQ-BSA
was coated to zymosan and different Dectin-1 expressing cells were stimulated.
DC and Dex-DC showed an efficient uptake of DQ-BSA coated zymosan via
Dectin-1. Compared to treamtent with DQ-BSA, there only was an increase in
processing of DQ-BSA when coated to zymosan. The machinery for processing
of anitgens seemed not to be affected in Dex-DC.
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1 Einleitung
1.1 Dendritische Zellen
1.1.1 Stellung im Immunsystem
Die 1973 erstmals in Ma¨usen entdeckten dendritischen Zellen kommen u¨berall
in geringer Anzahl im Ko¨rper von Wirbeltieren vor und fungieren dort als
immunologische Wa¨chterzellen (Steinman und Cohn, 1973; Steinman und Wit-
mer, 1978; Steinman, 2012). Bei dendritischen Zellen handelt es sich um eine
heterogene Gruppe verschiedener Subpopulationen, die sowohl exogenes als
auch endogenes Material im Ko¨rper aufspu¨ren und aufnehmen ko¨nnen. Die
beiden Hauptklassen sind myeloide und plasmazytoide dendritische Zellen.
Dendritische Zellen geho¨ren zu den antigenpra¨sentierenden Zellen. Durch
Pra¨sentation der aufgenommenen Antigene ko¨nnen dendritische Zellen eine
antigenspezifische, adaptive Immunantwort initiieren oder antigenspezifische
Toleranz vermitteln. Durch Verknu¨pfung von angeborener und adaptiver Im-
munita¨t sind dendritische Zellen die wichtigsten Vermittler antigenspezifischer
Immunita¨t oder Toleranz.
Zur Erkennung von Pathogenen besitzen dendritische Zellen Mustereken-
nungsrezeptoren (PRRs: pattern recognition receptors) auf ihrer Oberfla¨che, die
zum angeborenen Immunsystem geho¨ren und auch von Neutrophilen und Ma-
krophagen exprimiert werden. Diese Mustererkennungsrezeptoren erkennen
jeweils spezifische, hochkonservierte Strukturen an der Oberfla¨che von patho-
genen Mikroorganismen. Durch die Erkennung hochkonservierter Strukturen
kann das angeborene Immunsystem trotz der großen Anzahl verschiedener
pathogener Mikroorganismen diese mit einer u¨berschaubaren Anzahl von Re-
zeptoren erkennen. Diese hochkonservierten Strukturen auf Mikroorganismen
werden als Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs: pathogen-associated
molecular patterns) bezeichnet. Die Musterekennungsrezeptoren leiten nach er-
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folgter extrazellula¨rer Ligandenbindung das Signal in das Zellinnere weiter
und lo¨sen dort eine Signaltranduktionskaskade aus, die zu Transkription und
Proteinbiosynthese aus, die zur Ausschu¨ttung von Zytokinen/Chemokinen,
Antigenpra¨sentation und der Hochregulation kostimulatorischer Moleku¨le
fu¨hrt, die immunstimulatorisch wirken (Akira u. a., 2006; Granucci u. a., 2014).
Durch endogene Gefahrensignale (DAMPs: danger associated molecular pat-
terns), die beispielsweise durch Infektionen, Gewebescha¨den (Apoptose/Ne-
krose) oder andere Stress-Faktoren vermittelt werden, ko¨nnen dendritische
Zellen auch in Abwesenheit von exogenen Material aktiviert werden. Es wird
dann von einer sterilen Entzu¨ndung gesprochen. Bei DAMPs handelt es sich
um ko¨rpereigene Strukturen, die im Normalfall nicht von Zellen des Immun-
systems erkannt werden ko¨nnen, da sie sich z.B. im Zellinneren verbergen und
so nicht fu¨r PRRs erkennbar sind. So sind z.B. intrazellula¨re Proteine die durch
Nekrose plo¨tzlich fu¨r Zellen des Immunsystems erreichbar sind, eine Quelle
von DAMPs. Neben Proteinen und Nukleinsa¨uren sind auch kleine Moleku¨le
wie ATP, das intrazellula¨r gespeichert wird, eine mo¨gliche Quelle fu¨r DAMPs.
DAMPs ko¨nnen wie PAMPs von PRRs erkannt werden (Gallo und Gallucci,
2013).
Dendritische Zellen sind wie bereits erwa¨hnt besonders effiziente antigen-
pra¨sentierende-Zellen. Nach Aufnahme von Material wird dieses intrazellula¨r
proteolytisch prozessiert. Dazu stehen dendritischen Zellen proteolytische Sys-
teme im endosomalen/lysosomalen System, dem Zytosol und im endoplasmati-
schen Retikulum (ER) zur Verfu¨gung. Die proteolytisch gebildeten Peptide wer-
den ATP-abha¨ngig u¨ber TAP1/TAP2 in das ER transportiert. MHC-Moleku¨le
werden im ER mit den entstandenen Peptide (10- bis 15-mere) beladen und
an die Zelloberfla¨che transportiert. Dort ko¨nnen die MHC-Peptid-Komplexe
von T-Zellen mittels des T-Zell-Rezeptors erkannt werden (Signal 1) und die
Proliferation und Differenzierung von Effektor-T-Zellen, zytotoxischen T-Zellen
oder Helfer-T-Zellen induziert werden. Zur Induktion der Proliferation bzw.
der Aktivierung von T-Zellen ist neben der Interaktion von peptid-beladenen
MHC-I/II und dem T-Zell-Rezeptor ein zweites Signal notwendig. Dazu ex-
primieren dendritische Zellen Moleku¨le wie CD80/CD86 oder CD40 auf ihrer
Oberfla¨che die als kostimulatorische Moleku¨le an Moleku¨le auf T-Zellen wie
CD28 oder CD40L binden (Signal 2) und die T-Zellen so aktivieren. Gleichzei-
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tige Ausschu¨ttung von Zytokinen wie z.B. IL-12, IL-1beta oder IL-23 durch
dendritische Zellen wirkt stimulierend auf T-Zellen und determiniert die wei-
tere Differenzierung der T-Zellen in verschiedene Subpopulationen (Signal 3)
(Mellman, 2013).
Fu¨r eine maximale Aktivierung von T-Zellen sind alle drei Signale notwen-
dig. Signal 2 kommt dabei eine Schlu¨sselrolle zu. Neben aktivierenden sind
auch inhibierende Signale von dendritischen Zellen an T-Zellen mo¨glich, die
eine Immunantwort verhindern oder abschwa¨chen um eine Scha¨digung des
Ko¨rpers zu verhindern. So Ist die Interaktion von CD80/CD86 auf antigen-
pra¨sentierenden Zellen mit CTLA4 auf T-Zellen solch ein (ko-)inhibiotrisches
Signal. Ein weiterer inhibitorischer Signalweg ist die Interaktion von PD1 auf
T-Zellen mit PD-L1 oder PD-L2 auf dendritischen Zellen oder Tregs (Granucci
u. a., 2014).
Die Pra¨sentation von Antigenen ist u¨ber MHC-I oder MHC-II mo¨glich. Im
Allgemeinen pra¨sentieren MHC-I-Moleku¨le Peptide, die durch proteolytische
Prozessierung von intrazellula¨ren Proteinen entstanden sind. Diese Peptide
ko¨nnen auch viralen Ursprungs sein. An die Zelloberfla¨che transportierte,
peptidbeladene MHC-I-Moleku¨le werden mittels T-Zell-Rezeptor durch zytoto-
xische CD8+ T-Zellen erkannt und ggf. aktiviert. MHC-II-Molekule sind mit
Peptiden beladen, die aus exogenem Material generiert wurden. Aufgenommen
wurde dieses Material beispielsweise durch Endozytose oder Makropinozytose.
Dies ko¨nnen z.B. Bestandteile von Pilzen oder anderen pathogenen Mikroorga-
nismen sein. Beladene MHC-II-Moleku¨le werden durch CD4+ T-Zellen erkannt
und ggf. aktiviert. Eine Besonderheit dendritischer Zellen ist die Fa¨higkeit An-
tigene bzw. Peptide extrazellula¨ren Ursprungs mittels MHC-I an zytotoxische
CD8+ T-Zellen zu pra¨sentieren. Dieser Vorgang wird Cross-Presentation bzw.
Kreuzpra¨sentation genannt. Die Peptide werden entweder im Zytosol oder
in vakuolischen Strukturen generiert. Nicht alle Subtypen von dendritischen
Zellen ko¨nnen Peptide kreuzpra¨sentieren. Im Menschen sind vor allem CD1+
dendritische Zellen in der Lage Cross-Presentation durchzufu¨hren. In Ma¨usen
sind CD8+ und CD103+ dendritische Zellen in der Lage extrazellula¨re Antigene
via MHC-I zu pra¨sentieren (Das u. a., 2015).
Nach Aufnahme von Pathogenen prozessieren dendritische Zellen die aufge-
nommenen Antigene und pra¨sentieren die entstandenen Peptide u¨ber MHC-I
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bzw. MHC-II Moleku¨le an CD8+ bzw. CD4+ T-Zellen. Pra¨sentation von Anti-
genen allein ist nicht ausreichend um eine adaptive Immunantwort gegen das
aufgenommene Antigen auszulo¨sen. Die T-Zellen mu¨ssen vorher in bestimmte
Subtypen differenzieren (T-Zell Polarisation). Im wesentlichen ko¨nnen naive
CD4+ T-Zellen zu Th1-, Th2-, Th17-Zellen und Tregs(CD4+, CD25+) differen-
zieren. In welchen Subtyp eine T-Zelle ausdifferenziert wird durch Zytoki-
ne in der Umgebung bestimmt die z.B. durch aktivierte dendritische Zellen
ausgeschu¨ttet werden. Das Zytokinprofil dendritischer Zellen ist wiederum
abha¨ngig von dem initialen Stimulus und dem stimulierten Rezeptor. Ausdiffe-
renzierte Th1-Zellen sezernieren IFN-γ und aktivieren damit Makrophagen in
ihrer Umgebung. Th2-Zellen sezernieren IL-4, IL-5 und IL-13 zur Beka¨mpfung
von Endoparasiten. Th17 Zellen sezernieren IL-17 und aktivieren phagozytische
Zellen wie Neutrophile zur Beka¨mpfung von Bakterien und Pilzen. Regulatori-
sche T-Zellen (Tregs) kontrollieren die Aktivita¨t der zuvor genannten Sub-Typen.
Dazu nutzen Tregs z.B. das auf ihrer Oberfla¨che exprimierte PD-L1 oder andere
inhibitorische Moleku¨le (Steinman und Banchereau, 2007; Geijtenbeek und
Gringhuis, 2009).
Eine weitere wichtige Funktion von dendritischen Zellen ist die Aufrecht-
erhaltung der Toleranz gegenu¨ber Selbstantigenen. Wa¨hrend des steady states
kommen dendritische Zellen laufend in Kontakt mit Selbstantigenen, die auf-
genommen und an T-Zellen pra¨sentiert werden. In diesem Falle werden jedoch
keine Effektor-T-Zellen gebildet, sondern die bereits erwa¨hnten regulatori-
schen Tregs, welche die Proliferation und Aktivita¨t anderer T-Zellen inhibie-
ren ko¨nnen. Diese induzierten regulatorischen T-Zellen vermitteln Toleranz
gegenu¨ber Selbstantigenen. Weitere durch dendritische Zellen vermittelte Me-
chanismen zur Aufrechterhaltung der Toleranz gegenu¨ber Selbstantigenen sind
Induktion von T-Zell-Anergie/Apoptose, Ausschu¨ttung von toleranzinduzie-
renden Cytokinen wie IL-10 und Deletion von selbstreaktiven T-Zellen (Mayer
u. a., 2012).
Wa¨hrend des steady states werden dendritische Zellen als unreif bezeichnet.
Unreife dendritische Zellen haben erho¨hte phagozytische/endozytotische Ei-
genschaften. Weiterhin haben unreife dendritische Zellen wenig ausgepra¨gte
antigenpra¨sentierende Eigenschaften durch verringerte Bildung von MHC-
Peptid-Komplexen an ihrer Zelloberfla¨che. Durch Kontakt eines PRRs mit
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einem PAMP reifen dendritische Zellen. Durch die Reifung verlieren bzw. ver-
ringern die Zellen ihre endozytischen Fa¨higkeiten und werden zu effektiven,
T-Zell-aktivierenden Zellen. Die Synthese und der Transport an die Zellober-
fla¨che von MHC-Peptid-Komplexen wird hochgefahren. Außerdem wird die
Expression von Chemokin-Rezeptoren hochreguliert, was die Mobilita¨t der
aktivierten dendritischen Zellen erho¨ht. Durch die erho¨hte Mobilita¨t ko¨nnen
die aktivierten Zellen in die Lymphknoten migrieren und dort naive T-Zellen
stimulieren. Apoptose ist ein weiterer Mechanismus der Toleranz vermittelt.
Stirbt eine Zelle durch Apoptose, werden normalerweise keine intrazellula¨ren
Bestandteile in die Umgebung abgegeben, die als DAMP dendritische Zellen
aktivieren ko¨nnen. Nekrose beschreibt eine Art Zelltod, bei der intrazellula¨res
Material (DAMPs) in die Umgebung abgegeben wird und dort dendritische
Zellen aktiveren kann (Mellman, 2013; Mellman und Steinman, 2001; Steinman
und Banchereau, 2007; Trombetta und Mellman, 2005; Medzhitov, 2007; Walker
und Abbas, 2002).
Die Aufrechterhaltung der Toleranz gegenu¨ber Selbstantigenen kann unter
bestimmten Umsta¨nden verloren gehen. Dendritische Zellen und DAMPs spie-
len dabei eine wichtige Rolle. Wenn dendritische Zellen in einem bestimmten
Szenario (Beispielsweise eine bestimmte inflammatorische Mikroumgebung
oder ein intrinsischer genetischer Defekt) endogenes Material aufnehmen (z.B.
DNA mit TLR-stimulierndend Eigenschaften), in der Folge aktiviert werden
und dann das aufgenommene Material an T-Zellen pra¨sentieren, kann dies zu
Autoimmunita¨t fu¨hren (Gallo und Gallucci, 2013).
1.1.2 Tolerogene dendritische Zellen
Tolerogene dendritische Zellen sind mo¨glicherweise ein vielversprechendes
Werkzeug zuku¨nftiger zellbasierter Therapien gegen Autoimmunita¨t oder Ab-
stoßungsreaktionen beispielsweise nach Transplantationen. Abstoßung von
allogenen Transplantaten kann zwar durch Gabe von Immunsuppressiva ge-
da¨mpft werden, eine dauerhafte Toleranz gegen u¨ber dem Transplantat la¨sst
sich so aber nicht erzielen. Daru¨ber hinaus spielen Nebenwirkungen einer
Immunsuppression wie eine erho¨hte Infektanfa¨lligkeit eine große Rolle. Ex
vivo generierte tolerogene dendritische Zellen sollen im besten Fall antigenspe-
zifische, permanente Toleranz vermitteln ko¨nnen, wenn sie in den Patienten
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zuru¨ckgefu¨hrt werden. Dies kann u¨ber T-Zell-Deletion, Anergie oder Prolife-
ration von TRegs geschehen. Autoimmunita¨t entsteht u.a. durch T-Zellen die
Selbstantigene oder Antigene eines Transplantats erkennen. In Nagern wurde
bereits eine Vielzahl von Studien mit zellbasierten Therapien durchgefu¨hrt
(Moreau u. a., 2012a).
Toleranz kann durch dendritische Zellen auf verschieden Weise vermittelt
werden. Oben wurde bereits beschrieben, wie die Interaktion von inhibitori-
schen Moleku¨len auf dendritischen- und T-Zellen eine adaptive Immunantwort
da¨mpfen kann.
Neben Oberfla¨chenmoleku¨len auf antigenpra¨sentierender Zelle und T-Zelle
ist das Zytokin IL-10 ein wichtiger Vermittler von Toleranz. IL-10 und sein
Rezeptor (IL-10-R) beeinflussen Signalwege wie z.B. den NF-κB-Weg. Die Trans-
lokation des NF-κB-Proteins p65 (RelA) in den Zellkern wird durch Bildung
von p50-Homodimeren im Zellkern verhindert (Driessler u. a., 2004). Werden
dendritische Zellen in Gegenwart von IL-10 kultiviert und u¨ber PRRs aktiviert,
differenzieren diese zu Zellen mit einem tolerogenen Pha¨notyp (IL-10 APCs)
mit reduzierter Expression kostimulatorischer Moleku¨le und mit erho¨hter Ex-
pression inhibitorischer Moleku¨le wie ILT2/3/4 heran (Torres-Aguilar u. a.,
2010). Auch das Zytokinprofil dendritischer Zellen wird durch IL-10 Zugabe
vera¨ndert. Proinflammatorische Zytokine, wie IL-6 und TNF-alpha, werden
zwar in etwa gleichem Maße sezerniert, die Sekretion von IL-10 ist allerdings
stark erho¨ht (Hubo u. a., 2013).
Neben IL-10 lassen sich tolerogene dendritische Zellen durch Zugabe von
Vitamin D3 (1,25-dihydroxyvitamin D3), Dexamethason oder einer Kombina-
tion aus diesen beiden in vitro generieren. Ku¨rzlich konnte gezeigt werden,
dass Vitamin D3 den tolerogenen Pha¨notyp durch die Aktivierung metaboli-
scher Signalwege erzeugt. Vor allem die Verfu¨gbarkeit von Glucose und seine
Verstoffwechselung durch Glykolyse fu¨hrt bei Vitamin D3 induzierten tole-
rogenen dendritischen Zellen zur Herunterregulation von MHC-Moleku¨len
und kostimulatorischen Moleku¨len wie CD80 und CD86. Außerdem erho¨ht
sich das IL-10:IL-12p70 Verha¨ltnis (Ferreira u. a., 2015). Andere Substanzen
die tolerogene dendritische Zellen in vitro induzieren ko¨nnen sind Rapamycin,
Vitamin A und Wachstumsfaktoren wie G-CSF und VEGF (Rutella u. a., 2006).
In Gegenwart von Dexamethason und/oder Vitamin D3 generierte dendriti-
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sche Zellen verhalten sich a¨hnlich. Die Hochregulation von kostimulatorischen
Moleku¨len ist bei Stimulation mit PAMPs deutlich herabgesetzt. Zytokine aus
der IL-12 Familie werden nicht sezerniert. Die IL-10 Sekretion ist dagegen stark
erho¨ht. Allogene T-Zellen werden in vitro durch tolerogene dendritische Zellen
nicht zur Proliferation angeregt. Ru¨ckfu¨hrung von Dexamethason-induzierten
tolerogenen dendritischen Zellen vor allo-Tranplantation verringert dessen Ab-
stoßung. Neben der Inhibition der Proliferation allo-reaktiver T-Zellen ko¨nnen
Vitamin D3 induzierte tolerogene dendritische Zellen die Apoptose von T-
Zellen stimulieren. Die Suppression der T-Zell-Aktivita¨t ist dabei abha¨ngig
von Zell-Zell-Kontakt. Vitamin D3- und Dexamethason-induzierte toleroge-
ne dendritische Zellen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Expression von
PD-L1. Vitamin D3 Behandlung fu¨hrt zu einer Hochregulation von PD-L1 im
Vergleich zu konventionell generieren dendritischen Zellen und Dexamethason-
induzierten tolerogenen dendritischen Zellen. (Nikolic und Roep, 2013; Xia
u. a., 2005; Unger u. a., 2009; Moreau u. a., 2012b).
Die Aufrechterhaltung von Toleranz beruht neben den beschriebenen T-Zell-
extrinisischen Mechanismen, die durch tolerogene Zellen ausgelo¨st werden,
auf der Induktion von T-Zell-intrinsischen Mechanismen wie Anergie, Deletion,
T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften (TRegs) und der Induktion von T-
Zellen, die da¨mpfende Zytokine sezernieren (z.B. Th2 Zellen, die in einigen
Fa¨llen wie Diabetes Toleranz vermitteln (Walker und Abbas, 2002)). T-Zell-
Anergie ist eine permanenter Zustand von Inaktivita¨t. T-Zellen gehen in diesen
Zustand u¨ber wenn sie mit einer antigenpra¨sentierenden Zelle u¨ber ihren T-Zell-
Rezeptor interagieren und kein kostimulatorisches Signal empfangen. Auch
ein inhibitorisches Signal kann Anergie erzeugen. Dies kann beispielsweise
durch Interaktion von kostimulatorischen Moleku¨len wie CD86/CD80 auf
antigenpra¨sentierenden Zellen mit einem inhibierenden Moleku¨len wie CTLA4
auf T-Zellen geschehen. T-Zell-Deletion kann durch FAS/FAS-L-induzierte
Apoptose von T-Zellen nach Interaktion mit einer antigenpra¨sentierenden Zelle
geschehen. Deletion von T-Zellen kann zentral (Thymus) oder in der Peripherie
vonstatten gehen (Walker und Abbas, 2002).
In vivo verlieren dendritische Zellen, die im steady state sind, ihre toleranzver-
mittelnden Eigenschaften bei Kontakt mit PAMPs oder DAMPs (Nikolic und
Roep, 2013). Es gibt aber Hinweise, dass dendritische Zellen mit permanent
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tolerogenen Eigenschaften in vivo existieren. Im Gehirn von Ma¨usen wurde eine
Population dendritischer Zellen entdeckt, die Toleranz in einem autoinflamma-
torischen Setting vermitteln (Yogev u. a., 2012). Der tolerogene Pha¨notyp von
in vitro mit IL-10, Vitamin D3 oder Dexamethason induzierten dendritischer
Zellen ist auch nach Entfernung der jeweiligen Substanz stabil. Auch bei Re-
stimulation dieser Zellen (Xia u. a., 2005; Hubo u. a., 2013; Ferreira u. a., 2015).
Diese Tatsache ist von besonderem Interesse fu¨r zellbasierte Vakzinierungen
gegen Autoimmunerkrankungen wie z.B. Typ-1 Diabetes (Giannoukakis u. a.,
2011; Zhang u. a., 2013) oder Arthritis (Stoop u. a., 2010; Popov u. a., 2006).
Nach Ru¨ckfu¨hrung von ex vivo generierten tolerogenen dendritischen Zellen
kommen diese im Ko¨rper wiederholt mit pro-inflammatorischen Signalen in
Kontakt. Antigen-spezifische tolerogene dendritische Zellen ko¨nnen u¨ber die
Lieferung von Selbstantigenen an endozytische Rezeptoren wie Dec-205 oder
Dectin-1 gewonnen werden (Petzold u. a., 2012; Keler u. a., 2007; Steinman u. a.,
2003; Unger u. a., 2009).
1.2 Dectin-1
1.2.1 Allgemeines
Die Erkennung von Pathogenen durch Bestandteile des angeborenen Immun-
sytems ist von immenser Bedeutung. So sind vor allem immunsupprimierte
Menschen (z.B. nach Transplantationen, HIV-Infektion oder Chemotherapie)
anfa¨llig fu¨r Infektionen mit Pathogenen wie z.B. C. albicans. Invasive Infektio-
nen mit C. albicans zeichnen sich trotz neuer fungizider Therapeutika durch
eine hohen Mortalita¨tsrate aus (Gudlaugsson u. a., 2003). Daher ist es beson-
ders wichtig neue therapeutische Ansa¨tze zu identifizieren um eine bessere
Therapie invasiver Infektionen zu ermo¨glichen (Gow u. a., 2007). Dabei stehen
vor allem Bestandteile des angeborenen Immunsystems im Fokus. Bestimmte
Musterkennungsrezeptoren (PRRs: pattern-recognition receptors) erkennen Pa-
thogene durch Detektion konservierter Bestandteile an ihrer Oberfla¨che. In der
Zellwand von C. albicans und anderen pathogenen Pilzen sind verschiedene
Kohlenhydrate eingebaut, die von verschiedenen Rezeptoren erkannt werden
ko¨nnen. Beta-Glukane sind einer dieser Bestandteile und werden hauptsa¨chlich
durch Dectin-1 (Gow u. a., 2007) aber auch CR3 erkannt (Brown und Gordon,
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2005; Huang u. a., 2015).
Dectin-1 (Gen-Symbol: CLEC7A, Synonyme: BGR, CLECSF12, DECTIN1)
ist ein Typ II Transmembranprotein, das im Menschen auf dem natural killer
gene complex auf dem Chromosom 12p12.3-p13.2 zwischen OLR1 und CD94
lokalisiert ist (Hermanz-Falco´n u. a., 2001). Bei Dectin-1 handelt es sich um ein
C-Typ Lektin-a¨hnliches Protein, das wie Toll-a¨hnliche Rezeptoren (TLRs) zu
den Mustererkennungsrezeptoren geho¨rt. C-Typ Lektine wurden urspru¨nglich
als Rezeptorfamilie definiert, die Kohlenhydrate mittels ihrer Kohlenhydrat-
erkennenden Doma¨ne (CRD: carbohydrate recognition domain) erkennt. Fu¨r CRD-
homologe Doma¨nen (CTLDs: C-Type lectin-like domains) wurden auch Liganden
gefunden die keine Kohlenhydrat-Struktur besitzen (Plato u. a., 2013).
Wie andere C-Typ Lektine erkennt Dectin-1 hochkonservierte Kohlenhydrat-
Strukturen auf der Oberfla¨che von pathogenen Mikroorganismen wie z.B. Pil-
zen (Brown, 2006). Dectin-1 wird auf vielen phagozytischen Zellen des Immun-
systems wie Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Neutrophilen
exprimiert. Außerdem wurde Dectin-1 auf einer Subpopulation von T-Zellen
nachgewiesen (Brown, 2006).
Eine Punktmutation in der cytoplasmatischen Doma¨ne (Tyr238X) von Dectin-
1 im Menschen fu¨hrt zu chronischen, mukokutanen Candidosen Ferwerda u. a.
(2009). Im Falle dieser speziellen Punktmutation ist die Aufnahme von Pilzen
durch Phagozytose nicht beeintra¨chtigt. Viel mehr wird die korrekte Immu-
nantwort durch reduzierte Zytokin-Ausschu¨ttung verhindert . Eine erho¨hte
Anfa¨lligkeit fu¨r eine systemische Candidose konnte hingegen durch die Au-
toren nicht festgestellt werden, was vermutlich an der nicht eingeschra¨nkten
Fa¨higkeit die Pathogene aufzunehmen liegt (Maro´di und Erdo¨s, 2010). Experi-
mente mit knockout-Ma¨usen zeigen einen a¨hnlichen Effekt (Rosas u. a., 2008).
1.2.2 Struktur
Bisher sind zehn Isoformen von Dectin-1 beschrieben worden. Die beiden
Hauptisoformen sind Isoform 1und Isoform 2, wobei Isoform 2 die dominieren-
de ist. In der Literatur werden diese beiden Isoformen meist als Dectin-1a und
Dectin-1b bezeichnet (Magrane und Uniprot Consortium, 2011). Die beiden
Hauptisoformen besitzen eine extrazellula¨re CRD und eine zytoplasmatische
Doma¨ne mit einem ITAM-a¨hnlichen Motiv. Dectin 1a verfu¨gt daru¨ber hinaus
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u¨ber eine Stalk-Region, welche die Transmembrandoma¨ne mit der extrazel-
lula¨ren Doma¨ne verbindet (Hollmig u. a., 2009).
Nur die beiden Isoformen a und b ko¨nnen beta-Glukane erkennen und
binden. Den anderen Isoformen fehlt die CRD (Kato u. a., 2006). Die humanen
und murinen Isoformen von Dectin-1 sind strukturell a¨hnlich, unterscheiden
sich aber hinsichtlich ihrer Glykosylierung. Wa¨hrend die murinen Isoform a
und b von Dectin-1 an Aminosa¨uren ihrer CRD N-glykosyliert vorliegen, ist nur
die humane Isoform a an Aminosa¨uren ihrer Stalk-Region N-glykosyliert. Die
humane Isoform b ist nicht glykosyliert (Kato u. a., 2006). Die Glykosylierung
scheint den Transport von Dectin-1 an die Zelloberfla¨che positiv zu beeinflussen
(Kato u. a., 2006).
Durch Strukturaufkla¨rung mittels Ro¨ntgenbeugung konnte die Oberfla¨chen-
struktur von Dectin-1 weiter charakterisiert werden. Die Bindungstasche (defi-
niert durch Trp221 und His223) fu¨r beta-Glukane hat einen hydrophoben Cha-
rakter. Daru¨ber hinaus wurden Dectin-1 Dimere bei Bindung des beta-Glukans
Laminarin beschrieben. In vivo wurden bisher keine Dimere von Dectin-1 nach-
gewiesen. Daru¨ber hinaus wurde eine Bindungsstelle fu¨r Calcium-Ionen gefun-
den. Calcium ist zwar nicht notwendig um beta-Glukane zu binden, scheint
jedoch die Stabilita¨t der Faltung der CRD zu erho¨hen (Brown u. a., 2007). Es
gibt Hinweise, dass die Kinase Syk nach Bindung von beta-Glukanen zwei
Dectin-1-Monomere miteinander verbru¨ckt (Rogers u. a., 2005). Dimer-Bildung
von C-Typ Lektinen wird ha¨ufig u¨ber die Stalk-Region vermittelt (Marshall und
Gordon, 2004).
In murinen Modellen konnte festgestellt werden, dass das Expressionsmuster
von Decitn-1 Isoformen die Aktivierung von Th1- und Th17 Zellen beeinflusst
(Carvalho u. a., 2012). Je nach dominierender Isoform wurden verschiedenen
Level von TNF-alpha nach Stimulation von Dectin-1 gemessen. Murine Ma-
krophagen zeigten in Transfektionsmodellen nach Stimulation von Dectin-1b
eine erho¨hte TNF-alpha Sekrektion gegenu¨ber mit Dectin-1a transfizierten
Makrophagen (Heinsbroek u. a., 2006; Yokota u. a., 2001).
1.2.3 Dectin-1 Liganden
Hauptliganden von Dectin-1 sind wie bereits erwa¨hnt beta-1,3-Glukane. In
Pilzen sind beta-Glukane einer der Hauptbestandteile ihrer Zellwand und
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haben immunstimulatorische Eigenschaften (Kankkunen u. a., 2010). Beta-
Glukane sind Polymere aus D-Glukose die u¨ber glykosidische Bindungen
miteinander verknu¨pft sind (Saijo und Iwakura, 2011). Neben intakten und
hitze-inaktivierten C. albicans werden in vitro und in vivo ha¨ufig isolierte beta-
Glukane wie Zymosan, Curdlan, Laminarin oder WGP whole glucan particles ver-
wendet um Dectin-1 zu stimulieren. Dectin-1 bindet zwar lo¨sliche beta-Glukane
wie Laminarin aus Laminaria digitata mit hoher Affinita¨t, es scheint jedoch im
Gegensatz zu partikula¨ren Liganden keine Signalweiterleitung ausgelo¨st zu
werden (Gantner u. a., 2005; Brown u. a., 2002; Gersuk u. a., 2006). Zymosan
entha¨lt neben beta-Glukanen weitere Bestandteile die TLR-stimulierend wirken
(Walachowski u. a., 2016; Goodridge u. a., 2007).
Curdlan ist ein aus dem Bodenbakterium Alcaligenes faecalis isolierter Dectin-1
Ligand dessen TLR-stimulierende Eigenschaften unklar sind. Einige Arbeits-
gruppen beschreiben Curdlan als reinen Dectin-1 Liganden (Goodridge u. a.,
2009; Kankkunen u. a., 2010), wa¨hrend andere in neueren Arbeiten auch TLR-
stimulierende Eigenschaften feststellen konnten (Ganesan u. a., 2014; Kim u. a.,
2016) .
Der Gehalt an beta-Glukanen scheint einen Einfluss auf die ausgelo¨ste Si-
gnalweiterleitung zu haben. Pra¨parationen von Zymosan mit steigendem beta-
Glukan-Anteil lo¨sen in murinen Makrophagen eine unterschiedliche Signalwei-
terleitung und Zytokin-Sekretion (Walachowski u. a., 2016).
Neben exogenen Liganden gibt es Hinweise auf endogene Strukturen an
die Dectin-1 binden kann. So beschreiben Chiba u. a. (2014), dass Dectin-1 an
Zuckerreste, die an der Oberfla¨che von Tumorzellen vorkommen bindet. Nach
Bindung an diese Zuckerreste werden u¨ber den Transkriptionsfaktor IRF 5
und IFN-beta-Sekretion natu¨rliche Killerzellen aktiviert, die diese Tumorzel-
len lysieren. Eine Bindung von Dectin-1 an Tumorzellen und apoptotische
Zellen konnte durch Weck u. a. (2008) gezeigt werden. Neben Zuckerresten
wurden bisher auch Protein-Liganden fu¨r Dectin-1 nachgewiesen. Thiagarajan
u. a. (2013) haben gezeigt, dass Dectin-1 und das Strukturprotein Vimentin in
einem entzu¨ndlichen Arteriosklerose-Modell kolokalisieren und in vitro eine
Interaktion der beiden Proteine zur Bildung von Superoxid-Anionen fu¨hrt.
Daru¨ber hinaus konnte gezeigt werden, dass Dectin-1 an T-Zellen bindet und in
Gegenwart von anti-CD3 Antiko¨rper deren Proliferation stimuliert (Ariizumi
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u. a., 2000).
Interaktionen von Dectin-1 mit den Tetraspaninen CD37 und CD63 haben
vermutlich einen stabilisierenden Einfluss auf Dectin-1 Cluster an der Zellober-
fla¨che. CD37 ist daru¨ber hinaus an der Regulation Dectin-1 vermittelter IL-6
Sekretion beteiligt (Mantegazza u. a., 2004; Meyer-Wentrup u. a., 2007; Yan u. a.,
2014). Dectin-1 lokalisiert nach seiner Aktivierung auf lipid rafts (Xu u. a., 2009;
de Turris u. a., 2015).
Interessanterweise gibt es Hinweise, dass Dectin-1 auch an der Erkennung
von Mykobakterien beteiligt ist. Mykobakterien besitzen keine beta-Glukan-
haltigen Strukturen. Es wird vermutet, dass Dectin-1 zusammen mit TLR-2
Strukturen auf Mykobakterien erkennt und eine Immunantwort vermitteln
kann (Saijo und Iwakura, 2011).
1.2.4 Dectin-1 vermittelte Signaltransduktion
Dectin-1 kann einige verschiedene Signalwege nach Stimulation mit beta-
Glukanen und anderen stimulierenden Liganden aktivieren, die im Folgenden
beschrieben werden. Dectin-1 vermittelte Signaltransduktion fu¨hrt u.a. zur
Sekretion von TNF-alpha, CXCL2, IL-23, IL-6, IL-10 und weiteren Zytokinen
und Chemokinen (Reid u. a., 2009).
Ein Großteil der von Dectin-1 ausgelo¨sten Signalwege ist abha¨ngig von der
Kinase Syk. Dectin-1 ist ein phagozytischer Rezeptor. Aufnahme von parti-
kula¨ren beta-Glukanen scheint unter bestimmten Bedingungen allerdings un-
abha¨ngig von Syk zu sein (Goodridge u. a., 2012; Underhill u. a., 2005). Auf der
anderen Seite ist Dectin-1 vermittelte Signalweiterleitung unabha¨ngig von der
Aufnahme von beta-Glukanen in das Zellinnere und Rezeptorinternalisierung
(McCann u. a., 2005). Besta¨tigt wurde dies durch Experimente mit verku¨rzten
Dectin-1 Varianten, denen die intrazellula¨re Doma¨ne fehlt (Rogers u. a., 2005).
Die Kinase Syk bindet an die phosphorylierte ITAM-a¨hnliche Doma¨ne von
Dectin-1. Die ITAM-a¨hnliche Doma¨ne wird durch die Kinase Src phosphoryliert.
Ausgelo¨st wird diese Phosphorylierung vermutlich durch Cluster-Bildung von
Dectin-1 Moleku¨len nach Bindung von partikula¨ren beta-Glukanen. Syk bindet
mittels seiner SH2-Doma¨nen an die phosporylierten Aminosa¨uren (Underhill
u. a., 2005).
U¨ber Syk kann Dectin-1 verschiedene Signalwege auslo¨sen. Zum Beispiel
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die Synthese und Sekretion von IFN-beta u¨ber den Transkriptionsfaktor IRF5
(del Fresno u. a., 2013; Chiba u. a., 2014) oder die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (Underhill u. a., 2005; Thiagarajan u. a., 2013).
In einigen Fa¨llen wirken TLR2 und Dectin-1 synergistisch u¨ber das Adap-
terprotein MyD88 (Brown u. a., 2003). Dectin-1 ist grundsa¨tzlich aber auch
autonom in der Lage eine Immunantwort auszulo¨sen. So fu¨hrt Stimulation von
Dectin-1 mit Zymosan Syk-abha¨ngig, aber TLR-unabha¨ngig, zur Expression
und Sekretion von IL-2 und IL-10. Im konkreten Fall wurden Syk-knockout und
MyD88-knockout BMDCs untersucht, so dass dieser TLR-abha¨ngige Signalweg
nicht aktiviert werden kann (Rogers u. a., 2005).
Außerdem konnte fu¨r dendritische Zellen und Makrophagen gezeigt werden,
dass Dectin-1 TLR-unabha¨ngig die Expression von SOCS1 stimuliert, was
wiederum zu einer Inhibiton des NfκB-Signalweges und reduzierter IL-12/IL-
10 Sekretion fu¨hrt. Dieser Signalweg ist Syk-, Src- und proline-rich tyrosine
kinase 2-abha¨ngig. Proline-rich tyrosine kinase 2 aktiviert die MAP-Kinase Erk,
welche SOCS1-Expression induziert. SOCS1-vermittelte Effekte scheinen die
Polarisation von Th17 Zellen zu stimulieren (Eberle und Dalpke, 2012).
In dendritischen Zellen wurde gezeigt, dass Dectin-1 auf so genannten Lipid
Rafts lokalisiert ist. Wurde die Integrita¨t der Lipid Rafts durch Zugabe von βmD
zersto¨rt, wurde ein verringerter Ca-Influx sowie eine verringerte Aktivierung
von Syk und der MAP-Kinase erk nachgewiesen, wenn Dectin-1 stimuliert
wurde (Xu u. a., 2009).
Neben Syk sind die beiden Proteine CARD9 und Raf-1 wichtig fu¨r Dectin-1
vermittelte Signaltransduktion. CARD9 assoziiert mit BCL10 und MALT1 fu¨r
die Aktivierung des NF-κB- und NFAT-Signalwegs (Reid u. a., 2009; Lee und
Kim, 2014). Die Aktivierung des NF-κB Signalwegs kann auch u¨ber Raf-1 durch
Dectin-1 aktiviert werden (Gringhuis u. a., 2009).
Neben C. albicans induzieren WGP-Partikel und andere Dectin-1-Agonisten
im Tiermodell die Differenzierung von neutrophilen myeloiden Suppressor-
zellen, welche in einem murinen Transplantations-Modell die Mortalita¨t einer
invasiver C. albicans-Infektion reduzierten. Der Effekt wird vermutlich durch
Inhibition von hyperinflammatorischen Th17-Zellen vermittelt (Rieber u. a.,
2015). Es wurde gezeigt, dass IL-17 an C. albicans bindet und dessen U¨berleben
erho¨ht (Zelante u. a., 2012). Das Da¨mpfen der Immunantwort durch neutrophile
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myeloide Suppressorzellen scheint fu¨r den infizierten Wirt vorteilhaft zu sein
(Zelante u. a., 2007). Im Menschen ist eine Defizienz von Dectin-1mit einem
erho¨htem Auftreten mukokutaner Candidosen assoziiert Ferwerda u. a. (2009).
Ku¨rzlich konnte zudem festgestellt werden, dass das Adapterprotein SCIMP
downstream von Src und Syk nach Stimulation von Dectin-1 mit Zymosan
phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung von SCIMP scheint wichtig fu¨r
die Produktion proninflammatorischer Zytokine und der Aktivita¨t der MAP-
Kinase Erk und p38 zu sein (Kralova u. a., 2016).
1.2.5 Dectin-1 in angeborener und adaptiver Immunita¨t
Dectin-1 kann sowohl Effekte auslo¨sen die dem angeborenen als auch dem
adaptiven Immunsystem zugeordnet werden. Diese Effekte wurden oben schon
angesprochen, sollen hier aber nochmals im Gesamtzusammenhang dargestellt
werden.
Phagozytose von beta-Glukan-haltigen Strukturen, Sekretion von Zytokinen
und die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies sind die durch Dectin-1
ausgelo¨sten Effekte, die dem angeborenen Immunsystem zugeordnet werden.
Reaktive Sauerstoffspezies sind eine Gruppe von reaktiven Metaboliten wie
z.B. Wasserstoffperoxid.
Werden Dectin-1 Liganden aufgenommen, kommt es an den Membranen der
Endosomen zur Produktion von reaktivem Sauerstoff. Dieser wird durch das
membransta¨ndige Enzym NADPH-Oxidase gebildet. Dectin-1 stimuliert die
Bildung des Superoxid-Anions (O−2 ). Reagiert das Superoxid-Anion mit Stick-
stoffmonoxid (NO) kommt es zur Bildung des Peroxynitrit-Anions (ONOO−),
welches biozide Eigenschaften hat (Kohchi u. a., 2009). Des Weiteren ko¨nnen
reaktive Sauerstoffspezies ,die durch Dectin-1 Stimulation generiert werden,
das NLRP3-Inflammasom und die MAP-Kinasen Erk und p38 aktivieren (Saijo
und Iwakura, 2011; Kohchi u. a., 2009). Superoxid-Anionen werden außerdem
wa¨hrend des normalen Stoffwechsels gebildet, aber schnell durch Superoxid-
Dismutase Proteine zu Wasserstoffperoxid und in der Folge zu Sauerstoff und
Wasser abgebaut (Zelko u. a., 2002).
Der pathogene Pilz Histoplasma capsulatum exprimiert das Protein Eng1, das
beta-Glukane enzymatisch spalten kann und sich so der Erkennung von Dectin-
1 entzieht. Folge ist eine verzo¨gerte Immunantwort und eine deutlich verringer-
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te Zahl von Th17 Zellen im Vergleich zu Eng1-knockout Histoplasma capsulatum
(Garfoot u. a., 2016; Brown, 2016).
Die adaptive Immunantwort durch Dectin-1 wird in vivo und in vitro durch
auf seine Aktivierung folgende Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen zu
Th1- und Th17 Zellen ausgelo¨st. Dies ist unabha¨ngig von TLR-Signalwegen
mo¨glich. Tregs ko¨nnen durch Stimulation von Dectin-1 zu Th17 Zellen polarisie-
ren. In einigen Fa¨llen scheinen IL-17 produzierende T-Zellen vorteilhaft fu¨r den
Wirt zu sein, in anderen Fa¨llen scha¨dlich (Rieber u. a., 2015). Mo¨glicherweise
agiert Dectin-1 als Signalmoleku¨l, dass pro- und anti-inflammatorische Signal-
wege im Gleichgewicht ha¨lt (Saijo und Iwakura, 2011; Zelante u. a., 2007). In
Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass der genetische Hintergrund eine
Rolle bei der durch Dectin-1 ausgelo¨sten adaptiven Immunantwort spielt (Car-
valho u. a., 2012). Neben CD4+ T-Zellen kann Dectin-1 in Ma¨usen auch CD8+
T-Zellen in vivo und in vitro aktivieren. Inkubation von dendritischen Zellen
mit dem schwach immunogenen Protein OVA zusammen mit dem Dectin1-
Liganden Curdlan zeigte eine stark erho¨hte spezifische Induktion von trans-
genen, OVA-spezifischen zytotoxischen CD8+ T-Zellen. Die Aktivierung war
dabei abha¨ngig von IL-12p70. IL-12p70 Sekretion durch Curdlan-stimulierte
dendritische Zellen wird durch IFN-gamma ausgelo¨st, das durch T-Zellen
sezerniert wird. Die Stimulation von dendritischen Zellen mit Curdlan in Ab-
wesenheit von T-Zellen fu¨hrt nicht zu Sekretion von ho¨heren Mengen IL-12p70
(Leibundgut-Landmann u. a., 2008). Fu¨r Dectin-1 konnte zudem eine Rolle bei
der schon beschriebenen Kreuz-Pra¨sentation nachgewiesen werden (Weck u. a.,
2008).
Am wenigsten erforscht ist die Rolle von Dectin-1 auf B-Zellen. Bisher ist le-
diglich bekannt, dass die Aktivierung von Dectin-1 auf B-Zellen zur Produktion
von Antiko¨rpern und B-Zell Proliferation fu¨hrt, wie Seo u. a. (2013) in Ma¨usen
zeigen konnten. Interessanterweise war dabei der genetische Hintergrund
(C57BL/6 vs. BALB/c) der verwendeten Tiere von Bedeutung. Die Produktion
von Antiko¨rpern bei Stimulation von Dectin-1 ist vermutlich TLR4-abha¨ngig,
da Antiko¨rper nur bei Koinkubation von Zellen mit LPS und beta-Glukanen
gemessen werden konnte.
Das synthetische beta-Glukan BTH1677 (Biothera Pharmaceutical Inc., Eagan,
MN, USA) findet in Kombination mit Cetuximab (Bristol-Myers Squibb) An-
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wendung in klinischen Studien mit dem Ziel die Wirksamkeit dieses anti-EGFR
Antiko¨rpers bei der Behandlung des kolorektalen Karzinoms zu erho¨hen. Die
Wirksamkeit beruht in erster Linie auf der Aktivierung von Immunzellen wie
dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen, die dann
die mit Antiko¨rpern opsonierten Tumorzellen angreifen (Halstenson u. a., 2016;
Segal u. a., 2016). CR3 und Dectin-1 sind dabei die entscheidenden Moleku¨le
fu¨r die vermittelte Wirksamkeit (Leonardo u. a., 2016). Beta-Glukane sind da-
her mo¨glicherweise vielversprechende Adjuvantien in der Tumortherapie mit
monoklonalen Antiko¨rpern.
Zusammengefasst ist Dectin-1 ein PRR der sowohl Teile des angeborenen als
auch alle Teile des adaptiven Immunsystems aktiveren kann. Die Aussicht, dass
Dectin-1 weitere, unbekannte Liganden abseits von beta-Glukanen hat, macht
eine weitere Erforschung von Dectin-1, seiner vermittelten Signalwegen und
seiner Interaktionspartner interessant. Des Weiteren macht die Fa¨higkeit von
Dectin-1 Endozytose/Phagozytose auszulo¨sen den Rezeptor interessant fu¨r
Vakzinierungen/Antigen-Delivery (Xie u. a., 2010; Lipinski u. a., 2013; Palucka
und Banchereau, 2013).
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2.1 Material
Grundchemikalien
Alle verwendeten Grundchemikalien wurden u¨ber Sigma (Steinheim, DE),
Applichem (Darmstadt, DE), Carl Roth (Karlsruhe, DE), Serva (Heidelberg, DE)
oder Merck (Darmstadt, DE) bezogen.
Pufferlo¨sungen
Name Zusammensetzung
PBS (Invitrogen) 2.66 mM KCl
1.47 mM
137.9 mM NaCl
8.05 mM Na2HPO4-7H2O
KH2PO4
pH 7.0 - 7.3
RIPA-Lysepuffer PBS pH 7.0 - 7.3
1 % (v/v) Igepal CA-630
0.5 % (w/v) Na-Deoxycholat
0.1 % (w/v) SDS
2 mM EDTA
2mg/ml Aprotinin
1 mM PMSF
1 mM Na-Orthovanadat
Nativer Lysepuffer 20 mM HEPES pH 7.4
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1 % (w/v) Octylglucopyranosid
2mg/ml Aprotinin
1 mM PMSF
1 mM Na-Orthovanadat
0 – 5 mM CaCl2
Lysepuffer Kernextrakte I 10 mM HEPES pH 7.5
10 mM KCl
0.1 mM EDTA
1 mM DTT
0.5 % (v/v) Nonidet-P40
1 mM PMSF
Lysepuffer Kernextrakte II 20 mM HEPES pH 7.5
400 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM DTT
1 mM PMSF
3 X SDS-PAGE Probenpuffer 180 mM Tris HCl
6 % SDS
28 % Glycerol
0.001 % (w/v) Bromphenolblau
10 X Laufpuffer 250 mM Tris
1.92 M Glycin
Laufpuffer SDS-PAGE 1 X Laufpuffer
0.1 % (w/v) SDS
Transferpuffer Western-Blot 1 X Laufpuffer
0.05 % (w/v) SDS
20 % (v/v) MeOH
18
2 Material und Methoden
50 X TAE-Puffer 242 g Tris
100 ml 0.5 M EDTA
57.1 ml Eisessig
ad 1000 ml dH2O
IP-Lyse- und Waschpuffer 20 mM HEPES pH 7.4
140 mM NaCl
1 % (w/v) Ocylglucopyranosid
IP-AK-Bindepuffer PBS pH 7.0 - 7.3
0.02 % (v/v) Tween-20
10 X TBS-Puffer 500 ml Tris HCl pH 8.0
420.75 g NaCl
ad 5000 ml dH2O
Blocking-Puffer Western-Blot 1 X TBS-Puffer
5 % (w/v) BSA
0.1 % (v/v) Tween-20
Waschpuffer Western-Blot (TBS-T) 1 X TBS-Puffer
0.1 % (v/v) Tween-20
AK-Puffer Western Blot 1 TBS-Puffer
2.5 % (w/v) BSA
0.1 % (v/v) Tween-20
Fixierungspuffer IC Fixation Buffer eBioscience
San Diego CA, USA
Antiko¨rper
Name Hersteller
Anti-Annexin 1, Maus IgG1 BD Biosciences,
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Heidelberg, DE
Anti-Dectin-1, Ziege IgG R&D,
Abingdon, UK
Anti-SHP-1, Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-pSyk(Y525\526), Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-pSTAT3(Y705), Maus IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-STAT3, Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-c-Jun, Kaninchen IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-Tubulin-α, Maus IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-RelA(p65), Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-pSTAT1, Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-AP-1, Maus IgG ABGENT,
San Diego, CA USA
Anti-NFATC1, Maus IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-PU.1, Kaninchen IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-IRF5, Maus IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-p38, Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-pp38, Kaninchen IgG Cell Signaling Technology,
Danvers, MA USA
Anti-pERK1/2 Kaninchen IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-poly-Histidin, Maus IgG1 R&D,
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Abingdon, UK
Anti-C-Rel, Maus IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-RelB, Kaninchen IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-p50, Ziege IgG Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Anti-Dectin-1 PE, Maus IgG2b R&D,
Abingdon, UK
Maus IgG2b PE R&D,
Abingdon, UK
Anti-FPR2 FITC, Maus IgG R&D,
Abingdon, UK
Anti-Maus IgG1 APC, Ratte IgG BD Biosciences,
Heidelberg, DE
DyLight-konjugierte anti-IgG AKs Thermo
Waltham MA, USA
Antiko¨rper CD-Marker Beckmann Coulter
(wenn nicht anders angegeben) Krefeld, DE
Isotypkontrollen FACS Beckmann Coulter
(wenn nicht anders angegeben) Krefeld, DE
Anti-Maus/Ziege/Kaninchen-IgG-HRP Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Kits
Name Hersteller
QIAGEN Miniprep Kit Qiagen,
Hilden, DE
QIAGEN Midiprep Kit Qiagen,
Hilden, DE
QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen,
Hilden, DE
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TA Cloning R© Kit Invitrogen
Carslbad CA, USA
Total ROS/Superoxide Detection Kit Enzo Life Sciences
Lo¨rrach, DE
DuoSet R© ELISA Development System R&D
IL-6, IL-10, TNF-α, RANTES, IL-1β, IL-12p70 Abingdon, UK
IFN-β ELISA Kit Invivogen
San Diego CA, USA
Superscript cDNA Synthesis Kit Invitrogen
Carslbad CA, USA
Qiagen RNeasy Mini Kit Qiagen,
Hilden, DE
Neon R© Transfection System Invitrogen
10 und 100 µl Kit Carlsbad CA, USA
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo
Waltham MA, USA
Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes Thermo
Waltham MA, USA
DES R© Blasticidin Support Kit Invitrogen
Carslbad CA, USA
Zelllinien und Mikroorganismen
Name Hersteller
One Shot R© TOP10 E. coli Invitrogen
Carslbad CA, USA
SG13009 E. coli Qiagen,
Hilden, DE
M15 E. coli Qiagen,
Hilden, DE
K562 Zellline DSMZ,
Braunschweig, DE
Schneider S2 Zellline Invitrogen
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Carslbad CA, USA
Hek293 Zelllinie Laborbestand
Jurkat Zelllinie Laborbestand
Plasmide
Name Hersteller
pCR2.1-TOPO R© Invitrogen
Carslbad CA, USA
pcDNA3.1+ Invitrogen
Carslbad CA, USA
pAc5.1/V5-His A, B, C Invitrogen
Carslbad CA, USA
pCoBlast Invitrogen
Carslbad CA, USA
pcDNA3-mRFP Addgene Plasmid # 13032
(Doug Golenbock)
Cambridge MA, USA
pQE-30 Xa Qiagen
Hilden, DE
Annexin I CRISPR/Cas9 KO Plasmid Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Annexin I HDR Plasmid Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Primer
Name, Sequenz (5’→3’) Hersteller
Dec-1 ECDlong for MWG Eurofins
ggatccaccatggctatttggagatccaat Ebersberg, DE
Dec-1 ECDlong rev MWG Eurofins
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gtcgacaatactatatgagggcacacctacaca Ebersberg, DE
Dec-1 ECDshort for MWG Eurofins
ggatccgttctttccagcccttgtcc Ebersberg, DE
Dec-1 ECDshort rev MWG Eurofins
gtcgacactccttctccacccttcctc Ebersberg, DE
Dectin-1 f ull−lenght for MWG Eurofins
gaatttgggctctcaagaacaatgga Ebersberg, DE
Dectin-1 f ull−lenght rev MWG Eurofins
ctcgagtctccttctccacccttcct Ebersberg, DE
Dectin-1 f ull−lenght mRFP rev MWG Eurofins
ctcgagcattgaaaacttcttctcac Ebersberg, DE
AnxA1 f ull−lenght for MWG Eurofins
ggtaccaagcaagaaggtagagataaagac Ebersberg, DE
AnxA1 f ull−lenght rev MWG Eurofins
ctcgagaatttagtttcctccacaaagagc Ebersberg, DE
Enzyme, Zytokine, Chemokine, Marker
Name Hersteller
FastDigest EcoRI Fermentas
Waltham MA, USA
FastDigest XhoI Fermentas
Waltham MA, USA
FastDigest KpnI Fermentas
Waltham MA, USA
FastDigest SalI Fermentas
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Waltham MA, USA
FastDigest BamHI Fermentas
Waltham MA, USA
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) Fermentas
Waltham MA, USA
Lysozym Applichem
Darmstadt, DE
DNase I Sigma
Steinheim, DE
IL-4 R&D,
Abingdon, UK
IL-10 R&D,
Abingdon, UK
GM-CSF Berlex Laboratories Inc.
Wayne NJ, USA
1kb Plus DNA Ladder Fermentas
(20 - 20.000 Bp) Waltham MA, USA
Rainbow Molecular Weight Marker GE Healthcare
(12 - 250 kDa) Freiburg, DE
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas
(10 – 170 kDa) Waltham MA, USA
Medien, Seren und Antibiotika
Name Hersteller
RPMI 1640 Medium, GlutaMAX Invitrogen
Carslbad CA, USA
X-VIVO 20 Medium Lonza
Basel, CH
Schneiders Insect Medium Sigma
Steinheim, DE
E. coli Fast-Media LB AGAR Amp Invivogen
San Diego CA, USA
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E. coli Fast-Media X-GAL Agar Amp Invivogen
San Diego CA, USA
E. coli Fast-Media TB Liquid Invivogen
San Diego CA, USA
Plasmid Transfection Medium Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
UltraCruz R© Transfection Reagent Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Invitrogen
Carslbad CA, USA
Puromycin Invivogen
San Diego CA, USA
Blasticidin Invivogen
San Diego CA, USA
G418 Invivogen
San Diego CA, USA
Kanamycin Applichem
Darmstadt, DE
Ampicillin Applichem
Darmstadt, DE
FCS Invivogen
San Diego CA, USA
Esel-Serum Merck
Darmstadt, DE
Gera¨te
Name Hersteller
96-Well Plate Reader Synergy2 BioTek
Bad Friedrichshall, DE
Durchflusszytometer NAVIOS Beckmann Coulter
Krefeld, DE
Mikroskop CKX41 Olympus
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Du¨sseldorf, DE
Fluoreszenzmikroskop Observer Z1 Zeiss
Oberkochen, DE
ECL Imager ImageQuant LAS 4000 GE Healthcare
Freiburg, DE
FPLC Anlage A¨KTA GE Healthcare
Freiburg, DE
Kammer SDS-PAGE Mini-PROTEAN II BioRad
Mu¨nchen, DE
Mini Trans-Blot Kammer BioRad
Mu¨nchen, DE
Pipetten Eppendorf
Hamburg, DE
UV-Vis Spektrometer SimpliNano GE Healthcare
Freiburg, DE
Zentrifuge 3-30 KS SIGMA
Osterode am Harz, DE
Zentrifuge 5417 R Eppendorf
Hamburg, DE
Zentrifuge Allegra X-15R Beckmann Coulter
Krefled, DE
Zentrifuge 3SR+ Thermo
Waltham MA, USA
Thermomixer Eppendorf
Hamburg, DE
Sterilbank KSP18 Thermo
Waltham MA, USA
CO2-Inkubator HeraCell i240 Thermo
Waltham MA, USA
Szintillationsza¨hler microbeta trilux 1450 Perkin Elmer
Rodgau, DE
Harvester Perkin Elmer
Rodgau, DE
Neon R© Transfection System Invitrogen
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Carlsbad CA, USA
Thermocycler Veriti Applied Biosystems
Carlsbad CA, USA
Reinstwassersystem Arium Pro UV Sartorius
Go¨ttingen, DE
Stratalinker 1800 Stratagene
La Jolla CA, DE
Sonstiges Material
Name Hersteller
Dynabeads R© Protein G Invitrogen
Carslbad CA, USA
Zymosan A Sigma
Steinheim, DE
FITC-Zymosan Invitrogen
Carlsbad CA, USA
pHRodo Green-Zymosan Invitrogen
Carlsbad CA, USA
DQ-BSA Invitrogen
Carlsbad CA, USA
Curdlan Wako
Neuss, DE
HKCA Invivogen
San Diego CA, USA
DAPI Thermo
Waltham MA, USA
Cytochalasin D Merck
Darmstadt, DE
ProLong R© Diamond Antifade Mountant Invitrogen
Carlsbad CA, USA
IPTG Applichem
Darmstadt, DE
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Dexamethason Sigma
Steinheim, DE
PP2 Sigma
Steinheim, DE
R406 Axon Medchem BV
Groningen, NL
TMB Substrate Reagent Set BD OptEIA BD Biosciences,
Heidelberg, DE
LPS Sigma
Steinheim, DE
Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1 Serva
Heidelberg, DE
TEMED Serva
Heidelberg, DE
HD Green DNA-Farbstoff INTAS
Go¨ttingen, DE
Ficoll-Lo¨sung Merck
Darmstadt, DE
Zentrifugenfilterro¨hrchen 10 kDa MWCO Merck Millipore
Darmstadt, DE
Szintillationsflu¨ssigkeit Perkin Elmer
Rodgau, DE
Printed Filtermat fu¨r Szintillationsza¨hler Perkin Elmer
Rodgau, DE
BSA Protein Standard Thermo
Waltham MA, USA
Cell-Tracker-Farbstoffe Invitrogen
Carlsbad CA, USA
7AAD Farbstoff Beckmann Coulter
Krefeld, DE
Thymidin [3H] fu¨r MLR Hartmann Analytic
Braunschweig, DE
Biocoll Seperating Solution Biochrom AG
Berlin, DE
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WesternBright ECL HRP Substrat Advansta
Menlo Park CA, USA
Poly-L-Lysin Lo¨sung 0.1 % (w/v) Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, DE
Deckgla¨ser, rund, 13 mm, # 1.5 VWR International
Darmstadt, DE
Zellkulturflaschen T75 Corning
Corning NY, USA
12-Well-Platten Corning
Corning NY, USA
6-/24-/96-Well-Platten Greiner Bio-One
Frickenhausen, DE
96-Well Platte PolySorb Nunc Thermo
Waltham MA, USA
Serologische Pipetten Greiner Bio-One
(2.5/5/10/25/50 ml) Frickenhausen, DE
10 cm Zellkulturschalen Sarstedt
Nu¨rnbrecht, DE
Pasteurpipetten Sarstedt
Nurnbrecht, DE
Pipettenspitzen (steril) Nerbe Plus
(10/100/200/1000 µl) Winsen (Luhe), DE
Pipettenspitzen (unsteril) Sarstedt
(10/100/200/1000 µl) Nu¨rnbrecht, DE
Kryotubes 1 und 2 ml Sarstedt
Nu¨rnbrecht, DE
Reaktionsgefa¨ß 1.5 ml Sarstedt
Nu¨rnbrecht, DE
Reaktionsgefa¨ß 15 ml Sarstedt
Nu¨rnbrecht, DE
Reaktionsgefa¨ß 50 ml Sarstedt
Nu¨rnbrecht, DE
Highspeed Zentrifugenro¨hrchen Thermo
Waltham MA, USA
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PCR-Reaktionsgefa¨ß 0.2 ml Axygen
Union City CA, USA
Nitrocelllulose-Membran 0.2 µm GE Healthcare
Freiburg, DE
Filterpapier 3 mm Whatman
Maidstone, UK
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden
Isolierung von RNA
RNA wurde mit Hilfe eines Qiagen-Kits isoliert. Dabei wurden die Arbeitsan-
weisungen des Herstellers beru¨cksichtigt. Die Konzentration der RNA-Proben
wurde mit Hilfe eines UV-Vis-Spektrophotometers ermittelt.
Herstellung von cDNA mittels RT-PCR
Zur Synthese von cDNA aus isolierter mRNA wurde ein ein Kit nach dem
Prinzip der RT-PCR der Firma Invitrogen verwendet. Da stets mRNA in cDNA
umgeschrieben wurde, wurden Oligo-dT-Primer zur Erststrangsynthese ver-
wendet. Die Durchfu¨hrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Konzen-
tration der entstandenen RT-PCR-Produkte wurde mittels UV-Vis Spektropho-
tometer ermittelt.
Vervielfa¨ltigung von cDNA-Trankripten mittels PCR
Als Matrize fu¨r die Vervielfa¨ltigung diente stets cDNA oder Plasmid-DNA mit
entsprechendem Matrize. Pro Reaktionsgefa¨ß wurde 0.2 µg DNA eingesetzt. Je
nach Primer- und Matrizen-Kombination wurden die verschiedenen Phasen
der PCR angepasst. Tabelle 2.1 ist das PCR-Protokoll fu¨r die Vervielfa¨ltigung
der kodierenden Sequenzen von Annexin 1 und Dectin-1 zu entnehmen.
Tabelle 2.1: PCR-Protokoll fu¨r die Amplifizerung von Annexin 1 und Dectin-1 cDNA-
Sequenzen mit Hilfe spezifischer Primer
Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 ◦C 10 min 1
Denaturierung 95 ◦C 30 s
Annealing 58 ◦C 40 s je 40
Elongation 72 ◦C 60 s
Finale Elongation 72 ◦C 5 min 1
Stopp 4 ◦C ∞
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Vervielfa¨ltigte Transkripte wurden mit einem sauberen Skalpell aus dem
Agarose-Gel ausgeschnitten und die enthaltene DNA mit Hilfe des QIAEX
II Kits von Qiagen gema¨ß Herstellerangaben isoliert. Durch die eingesetzte
Taq-Polymerase entsteht bei allen PCR-Produkten ein 3’-A-U¨berhang.
Klonierung der extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1 in pQE30 xa
Nach Aufreinigung der kodierenden Sequenz der extrazellula¨ren Doma¨ne von
Dectin-1 (Dectin-1-ECD), wurde diese zuna¨chst mittels TA-Klonierung in den
Vektor pCR 2.1-TOPO subkloniert. Dies erfolgte durch einstu¨ndige Inkubation
des pra¨linearisierten Vektors mit dem gereinigten PCR-Produkt (1:10) und 1 µl
(=̂ 5 U) T4-Ligase. Chemisch-kompetente E. coli wurden dann mittels Hitze-
schock gema¨ß Herstellerangaben mit diesem Ligationsansatz transformiert.
Dazu wurde der Ligationsansatz zuvor 1:10 verdu¨nnt und 1 µl dieser Lo¨sung
zu den kompetenten E. Coli gegeben und diese dann fu¨r 30 s in ein auf 42 ◦C
temperiertes Wasserbad gegeben. Nach Inkubation des Transformationsansat-
zes fu¨r eine Stunde bei 37 ◦C unter Schu¨tteln, wurden 100 µl des Ansatzes auf
LB-Agar X-Gal Platten (+ Ampicillin) u¨ber Nacht ausplattiert. Augenscheinlich
positive Bakterienkolonien (Blau-Weiß-Selektion) wurden am na¨chsten Tag in
2 ml TB-Amp-Medium expandiert. Nach ausreichender Expansion der Kultu-
ren wurde deren Plasmid-DNA isoliert und anschließend die Konzentration
bestimmt. Danach wurden sowohl 1 µg des Expressionsvektors pQE 30 xa
als auch der pCR 2.1-TOPO-Vektor/Dectin-1-ECD mit den Restriktionsenzy-
men SalI und BamHI geschnitten. Die Aufreinigung der DNA-Fragmente, die
anschließende Ligation in den Zielvektor und die Transformation in E. coli er-
folgte wie bereits oben beschrieben. Zur Expression der Dectin-1-ECD wurden
die Sta¨mme M15 und SG13009 von Qiagen verwendet. Das Design der verwen-
deten Primer stellte sicher, dass die kodierende Sequenz der Dectin-1-ECD im
Leserahmen des Startcodons und Histidin-Tags des pQE 30 xa Vektors liegt. Es
wurden zwei Varianten der Dectin-1-ECD konstruiert: DecECDlong bestehen
aus der extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin mit stalk-Region und DecECDshort
ohne stalk-Region. Alle Konstrukte wurden mittels Sequenzierung auf ihre
Richtigkeit u¨berpru¨ft.
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Klonierung von Annexin 1 und Dectin-1 in pcDNA3 und pAc5.1/V5-His
und Transfektion von Hek293- und Schneider (S2) Zellen
Alle vorbereitenden molekularbiologischen Schritte wurden analog zu der
bereits beschriebenen Klonierung der Dectin-1-ECD durchgefu¨hrt.
Restriktionsenzyme wurden entsprechend den verwendeten Primern und
den Zielvektoren pcDNA3-mRFP, pcDNA3.1+ oder pAc5.1/V5-His verwendet.
Die fu¨r die Transfektion beno¨tigte Plasmid-DNA wurde im MidiPrep-Verfahren
aufgereinigt.
Hek293 Zellen wurden mittels Elektroporation mit dem Neon Transfection
System von Invitrogen transfiziert. Als Parameter wurden 2 Pulse mit 1150 V
fu¨r 20 ms verwendet. Die Selektion der Hek293-Zellen fand unter 800 µg/ml
G418 statt.
Schneider (S2) Zellen wurden gema¨ß Herstellerangaben mit Hilfe des Calcium
Phosphate Transfection Kits von Invitrogen transfiziert. Positive Klone wurden
unter 25 µg/ml Blasticidin im Zellkulturmedium selektiert.
Annexin 1 knockout in Dectin-1 transfizierten Hek293-Zellen mittels
CRISPR/Cas9-KO-Plasmid
Dectin-1 transfizierte Hek293 Zellen wurden mit einem kommerziell erha¨lt-
lichen Annexin-1 Knockout-Plasmid, das auf der CRISPR/Cas9-Technologie
basiert, transfiziert. Zur Selektion wurde ein passendes HDR-Plasmid co-
transfiziert, welches eine Puromycin-Resistenz vermittelt. Die Plasmide wurden
nach Angaben des Herstellers mittels Transfektionsreagenz (Santa Cruz Bio)
in die Zellen eingebracht. Die Selektion erfolgte unter Zugabe von 3 µg/ml
Puromycin zum Zellkulturmedium.
2.2.2 Zellbiologische Methoden
Zellkultur
Humane Zelllinien wurden in RPMI-Medium (+ Penicillin/Streptomycin; +
10 % FCS) bei 37 ◦C und 5 % CO2 kultiviert. Schneider S2 Zellen wurden bei
Raumtemperatur in Schneider S2 Medium (+ Penicillin/Streptomycin; + 10%
FCS) kultiviert. Die Langzeit-Lagerung von Zellen erfolgte bei -150 ◦C oder in
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Flu¨ssigstickstoff in FCS + 10 % DMSO oder RPMI-Medium + 10 % FCS + 10 %
DMSO.
Bestimmung der Lebendzellzahl
Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe eines Ha¨matozytometers bestimmt. Zum
Ausschluss nicht-vitaler Zellen wurde der Farbstoff Trypanblau verwendet.
In vitro-Generierung dendritischer Zellen aus Monozyten des peripheren
Blutes
Monozyten wurden aus buffy-coats mittels Plastikadha¨renz gewonnen. Dazu
wurden zuna¨chst die mononuklea¨ren Zellen des Blutes (PBMCs) mittels Ficoll-
Dichtegradient von den anderen Bestandteilen des Blutes getrennt. Je buffy-coat
wurde ein 180 ml Gemisch aus PBS und Blut hergestellt. Zur Abtrennung
der PBMCs wurden je 30 ml des PBS/Blut-Gemischs auf 12 ml Ficoll-Lo¨sung
gegeben und ohne Bremse fu¨r 20 min bei 700 g zentrifugiert. Nach der Zen-
trifugation haben sich die PBMCs auf dem Ficoll angereichert und konnten
mit einer Pasteurpipette abgesaugt werden. Die abgesaugten Zellen wurden
dann nach drei Waschschritten in X-VIVO 20 Medium ausgesa¨t und 2 h bei
37 ◦C inkubiert. Pro Flasche (T75) wurden maximal 1x108 oder pro Well einer
6-Well-Platte maximal 3x106 Zellen ausgesa¨t. Die nach 90 min adha¨rierten Mo-
nozyten wurden dann dreimal mit PBS gewaschen und dann in RPMI-Medium
weiter kultiviert. Direkt im Anschluss erfolgte die erste Zugabe von je 20 ng/ml
IL-4 und 100 ng/ml GM-CSF. Die Zugabe wurde an den Tagen 2, 4 und 6
der Kultivierung wiederholt. Nach 6 oder 7 Tagen wurden die Zellen geerntet
und ggf. fu¨r Versuche neu in geeignete Zellkultur-Platten oder -Flaschen aus-
gesa¨t. Die Oberfla¨chenmarker der so generierten dendritischen Zellen wurden
durchflusszytometrisch untersucht.
In vitro-Generierung tolerogener dendritischer Zellen aus Monozyten
Die Generierung tolerogener dendritischer Zellen erfolgte analog zur Generie-
rung dendritischer Zellen unter zusa¨tzlicher Zugabe von 20 ng/ml IL-10 (IL-10
APCs) oder 100 nM Dexamethason (Dex-DCs) zu den genannten Zeitpunkten.
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Isolierung von T-Zellen
Die Isolierung von T-Zellen erfolge unter Anwendung der MACS-Technologie.
Dazu wurden zuna¨chst wie bereits beschrieben die PBMCs des Blutes isoliert.
Die weitere Isolation der T- Zellen aus der isolierten Leukozyten-Population
erfolgte dabei gema¨ß den Angaben des Herstellers.
Stimulation von dendritischen Zellen und tolerogenen dendritischen Zellen
mit LPS und β-Glukanen
Zu untersuchende Zellen wurden zur Stimulation mit LPS oder β-Glukanen zu-
na¨chst in geeigneter Zellzahl ausgesa¨t und fu¨r mindestens 2 h ruhen gelassen.
Dann wurden die Zellen mit LPS (100 ng/ml), Zymosan (100 µg/ml) oder
Curdlan (100 µg/ml bis 400 µg/ml ) je nach Experiment fu¨r 30 min, 45 min, 4 h
oder 24 h stimuliert.
Durchflusszytometrie
Alle untersuchten Zellen wurden vor Inkubation mit fluoreszenzmarkierten-
Antiko¨rpern zweimal mit PBS gewaschen, abzentrifugiert (550 g; 5 min) und
anschließend mit der den Herstellerangaben entsprechenden Menge Antiko¨rper
versetzt. Als Negativkontrolle dienten fluoreszenzmarkierte Isotyp-Kontroll-
antiko¨rper oder bei indirekter Fa¨rbung der fluoreszenzmarkierte Sekunda¨ran-
tiko¨rper ohne Zugabe des Erstantiko¨rpers. Bei Inkubation mit nicht-fluores-
zenzmarkierten Erstantiko¨rpern wurden nach einem weiteren Waschschritt
entsprechende fluoreszenzmarkierte Sekunda¨rantiko¨rper verwendet. Inkubiert
wurden je nach Antiko¨rper fu¨r je 30 min bei Raumtemperatur oder 4 ◦C. Vor
der Messung wurden die Proben einmal mit je 1 ml PBS gewaschen, dann
abzentrifugiert (550 g; 5 min) und in 0.3 bis 0.5 ml PBS resuspendiert. Filtersa¨tze
und Laser wurden entsprechend der verwendeten Fluorophore gewa¨hlt. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software FlowJo (Tree Star, Ashland OR,
USA). Bei der Auswertung wurde das Gate so gewa¨hlt, dass Zellschrott und tote
Zellen ausgeschlossen waren. Sofern mittlere Fluoreszenzintensita¨ten (MFI) an-
gegeben sind, wurden diese Werte durch Abzug der MFI der Isotyp-Kontrolle
von der MFI der spezifisch gefa¨rbten Probe ermittelt.
36
2 Material und Methoden
Bindung der extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1 an Zymosan-Partikel
und gescha¨digte Zellen.
Die Bindung der rekombinanten extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1 (Dectin-
1-ECD) an Tumorzellen wurde mit Hilfe durchflusszytometrischer Experimente
untersucht. Tumorzellen oder Zymosan-Partikel wurden dazu mit 10 µg/100
µl ECD (Kontrollprotein: His-DHFR in gleicher Konzentration) fu¨r 1 h bei 4
◦C inkubiert. Nach der Inkubation mit der ECD wurden die Zellen oder die
Zymosan-Partikel zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen, abzentrifugiert (550 g; 5
min) und dann mit 2 µg anti-His oder anti-Dectin Antiko¨rper fu¨r 30 min bei
4 ◦C inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten und Zentrifugation (550
g; 5 min) wurde ein passender fluoreszenzmarkierter Zweitantiko¨rper gema¨ß
Herstellerangaben zu den Zellen/Partikeln gegeben. Nach weiteren 30 min
Inkubation wurden die Zellen/Partikel erneut gewaschen, abzentrifugiert, und
dann in 0.5 ml PBS resuspendiert und analysiert.
Gemischte Leukozyten Reaktion (MLR)
Zuna¨chst wurden dendritische Zellen bzw. tolerogene dendritische Zellen wie
oben beschrieben generiert. Dann wurden 1x104, 5x103 und 1x103 Zellen (je als
4-fach Ansatz) in je 100 µl in einer 96-Well-Platte mit Flachboden ausgesa¨t.
Zu den ausgesa¨ten dendritischen Zellen wurden dann 1x105 allogene T-
Zellen in 100 µl Medium gegeben. Das Gesamtvolumen pro Well betrug dann
200 µl. Es folgte eine Inkubationszeit von fu¨nf Tagen bei 37 ◦C und 5 % CO2.
Nach Ablauf der 5-ta¨gigen Inkubationszeit wurde 20 µl einer Mischung
aus 19 µl Zellkulturmedium und 1 µl (entspricht 1 µC) Tritium-Stammlo¨sung.
Es folgte eine weitere Inkubation bei 37 ◦C fu¨r 16 bis 18 h. Danach wurden
die Zellen geerntet und auf ein Vlies u¨bertragen. Das Vlies wurde getrocknet
und anschließend in einen Beutel mit Szintillationsflu¨ssigkeit eingeschweißt.
Abschließend erfolgt die Messung der Ereignisse pro Minute in einem Szintilla-
tionsza¨hler.
Zellfa¨rbung mit Fluoreszenzfarbstoffen
Die Fa¨rbung von Zellen mit den Cell-Tracker-Farbstoffen CMFDA oder CMPTX
erfolgte unter Beru¨cksichtigung der Herstellerangaben.
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Induktion von Apoptose mittels Staurosporin oder ultravioletter Strahlung
Zellen wurden mit 5 µM Staurosporin versetzt oder 150 mJ/cm2 UVC-Strahlung
ausgesetzt und u¨ber Nacht unter Standardbedingungen kultiviert. In manchen
Versuchen wurden die Zellen vor Apoptose-Induktion mit Fluoreszenzfarbstof-
fen markiert.
Detektion reaktiver Sauerstoffspezies
Zur Untersuchung der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wurden je 5x105 Zel-
len pro Well in einer 24-Well Platte ausgesa¨t. Die Zellen wurden vor der Stimu-
lation fu¨r mindestens 2 h und maximal u¨ber Nacht unter Standardbedingungen
weiter kultiviert. In einigen Experimenten wurden Tyrosinkinaseinhibitoren
zu den zu stimulierenden Zellen gegeben. Die Inhibitoren wurden 30 min vor
der Stimulation zu den Zellen gegeben. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit
100 ng/ml LPS, 100 µg/ml Zymosan oder 100 - 400 µg/ml Curdlan fu¨r 45 min
bei 37 ◦C. Zusammen mit den stimulierenden Substanzen wurden die Farb-
stoffe des Kits zur Detektion von Superoxid-Anionen und anderen reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) zugegeben. Das verwendete Kit ermo¨glicht durch zwei
verschiedene Farbstoffe die Unterscheidung zwischen der Generierung von
Superoxid-Anionen und anderen reaktiven Sauerstoffspezies. Die Farbstoffe
wurden jeweils 1:5000 eingesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Zellen geerntet und direkt in FACS-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt und die Bildung der
reaktiven Sauerstoffspezies quantifiziert.
Phagozytose-Tests
Sollten Zellen auf ihre phagozytotischen Eigenschaften hin untersucht werden,
wurden die Zellen zuna¨chst mindestens 2 h vor Versuchsbeginn in geeigneten
Reaktionsgefa¨ßen ausgesa¨t. Untersucht wurde die Aufnahme von fluoreszenz-
markierten Partikeln wie pHrodo-Zymosan, FITC-Zymosan, unkonjugierten
β-Glukan-Partikeln oder apoptotischen Zellen. Pro Einzelversuch wurden 15
µg/ml pHrodo Zymosan, 5 µg FITC-Zymosan, 1x106/ml HKCA oder apopto-
tische Zellen im Verha¨ltnis 5:1 zugegeben. Fu¨r β-Glukan-Partikel betrug die
anschließende Aufnahmephase zwischen 10 und 90 min. Apoptotische Zellen
wurden u¨ber einen Zeitraum von 4 bis 24 h mit den Phagozyten inkubiert.
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Sollte die Phagozytose mikroskopisch untersucht werden, wurden die Zellen
zuvor auf runden, Poly-L-Lysin behandelten Deckgla¨schen ausgesa¨t. Wenn
Inhibitoren wie z.B. Cytochalasin D (2 µM) benutzt wurden, wurden diese 30
min vor Behandlung der Zellen zugegeben.
In einigen durchflusszytometrischen Versuchen wurde die Fluoreszenz von
nicht-aufgenommenen FITC-Zymosan mit 0,1 % Trypanblau in PBS (pH 4.5)
gequencht (Busetto u. a., 2004). Außerdem wurde in einigen Fa¨llen extrazel-
lula¨r gebundenes FITC-Zymosan nach Inkubationsende durch Verdau mit
Trypsin/EDTA entfernt.
Detektion von DQ-BSA Abbau
Um den Abbau des Modellproteins BSA in Zellen nachzuweisen wurde DQ-
BSA verwendet. DQ-BSA wurde zu 1 mg/ml in PBS aufgenommen. Um
Zymosan-Partikel mit DQ-BSA zu coaten wurden diese fu¨r 30 min bei 37 ◦C mit
DQ-BSA inkubiert. Die Endkonzentrationen der Suspension waren 50 µg/ml
Zymosan und 0.5mg/ml DQ-BSA. Mit den gecoateten Partikeln wurden dann
transfizierte Hek293, dendritische und tolerogene dendritische Zelle fu¨r ver-
schiedene Zeitra¨ume inkubiert. Die Versuche wurden in 24-Well-Platten durch-
gefu¨hrt. Pro Kavita¨t wurden 20 µl der beschriebenen Suspension eingesetzt.
2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
Expression und Aufreinigung der extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1
Die Expression der Dectin-1-ECD erfolgte in 500 ml Kulturen (TB-Amp-Kan) bei
37 ◦C und Schu¨tteln bei 150 rpm. Die Bakterien wurden bis zu einer optischen
Dichte bei 600 nm (OD600) von etwa 0.5 bis 0.8 wachsen gelassen. Danach
wurde mit einer finalen IPTG-Konzentration von 1 mM die Expression des
Zielproteins fu¨r 4 h induziert. Danach wurden die Bakterien bei 4.000 g und 4
◦C fu¨r 20 min abzentrifugiert. Die Bakterien wurden dann zuna¨chst bei - 20 ◦C
eingefroren.
Die Aufreinigung der extrazellula¨ren Doma¨ne erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen. Dazu wurden die Bakterien in Lysepuffer (50 mM Tris, 100 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, pH 9.0) aufgenommen. Nach
Zugabe von 1 mg/ml Lysozym fu¨r 20 min wurde die Suspension 3 mal in
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flu¨ssigem Stickstoff eingefroren und nach jedem Einfrieren wieder aufgetaut
um eine Lyse der Bakteren zu erreichen. Es folgte die Zugabe von DNase und
Inkubation der Suspension bei 37 ◦C bis die Viskosita¨t nachgelassen hatte.
Nach Zentrifugation bei 10.000 g und 4 ◦C wurde ein Pellett aus Inclusion Bodies
erhalten, das die ungefaltete Dectin-1-ECD entha¨lt. Dieses Pellett wurde 3 mal
in Lysepuffer (+ DNase, +Lysozym, + 0,5 % Triton-X100,) aufgenommen und
nach 10 min jeweils nochmal bei 4 ◦C und 15.000 g abzentrifugiert. Es folgten
zwei weitere Waschschritte mit Lysepuffer ohne Triton-X100.
Die gewaschenen Inclusion Bodies wurden dann in IB-Lysepuffer (100 mM
Tris, 50 mM Glycin, 8,5 M Harnstoff, 5 mM GSSH, 0,5 mM GSSG) u¨ber Nacht
bei 4 ◦C unter ru¨hren lysiert. Unlo¨sliche Bestandteile wurden am Folgetag bei 4
◦C und 15.000 g abzentrifugiert.
Die nun in denaturierter aber gelo¨ster Form vorliegende Dectin-1-ECD wurde
dann mittels mehrerer Dialyse-Schritte in ihre native Konformation ru¨ckgefaltet.
Dabei wurde die Konzentration des Harnstoffs Schrittweise von 8.5 M auf 0 M
reduziert. Das Protokoll ist Tabelle 2.2 zu entnehmen. Sollten sich wa¨hrend der
Dialyse Pra¨zipitate gebildet haben, wurden diese durch einen weiteren Zentri-
fugationsschritt entfernt. Nach dem letzten Dialyse-Schritt wurde die erhaltene
Tabelle 2.2: Abfolge der schrittweisen Reduktion der Harnstoffkonzentration in der
Dectin-1-ECD Proteinlo¨sung.
Schritt Harnstoffkonzentration im Diaylsepuffer Dauer
1 2 M 4 ◦C u¨ber Nacht
2 1 M 4 ◦C u¨ber Nacht
3 0 M 4 ◦C u¨ber Nacht
3 0 M ohne PMSF und EDTA 4 ◦C u¨ber Nacht
Proteinlo¨sung bei 4 ◦C und 20.000 g abzentrifugiert. Der U¨berstand wurde dann
mittels spezieller Zentrifugenfilterro¨hrchen (10 kDa MWCO) weiter aufkonzen-
triert. Die Proteinkonzentration im U¨berstand wurde dann mittels BCA-Assay
ermittelt und auf 0.5 mg/ml eingestellt. Das aufgereinigte Protein wurde dann
mittels SDS-PAGE auf seine Reinheit hin untersucht, anschließend aliquotiert
und bei -80 ◦C gelagert. Außerdem wurde die Bindung an β-Glukan-Partikel
(Zymosan) im Durchflusszytometer untersucht um die Aktivita¨t des Protein zu
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untersuchen.
Herstellung von Zelllysaten
Die Zellen wurden zuna¨chst mit Hilfe eines angemessenen Volumens RIPA-
Puffer auf Eis unter periodischem Schu¨tteln lysiert. Danach wurden die Lysate
bei 4◦C und 14.000 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der U¨ber-
stand zur Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test vorbereitet.
Herstellung von Kernlysaten
Zur Untersuchung von nuklea¨ren Proteinen wurde zuna¨chst die zytosolische
Fraktion von den Zellkernen getrennt. Als Startmaterial dienten zwischen 1x106
und 2x106 Zellen. Dazu wurden die Zellen zuna¨chst mit Lysepuffer I fu¨r Kern-
extrakte unter periodischem Schu¨tteln auf Eis lysiert. Nach Abzentrifugation
der Kerne wurden diese noch drei mal mit Lysepuffer I gewaschen. Fu¨r die ei-
gentliche Kernlyse wurde Lysepuffer II verwendet. Die Lyse der Kerne erfolgte
auf Eis. Nach einem letzten Zentrifugationschritt fu¨r 15 min bei 14.000 g wurde
der erhaltene U¨berstand bei -20 ◦C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
Immunpra¨zipitation
Zur Anreicherung bestimmter Proteine wurden Immunpra¨zipitationen durch-
gefu¨hrt. Vorbereitend wurden zuna¨chst die gewu¨nschten Antiko¨rper an magne-
tische Protein G-Ku¨gelchen gebunden. Dazu wurden 2 bis 5 µg Antiko¨rper fu¨r
eine Stunde bei 4 ◦C unter Rotation zu 25 µl Protein G-Ku¨gelchen-Aufschla¨mm-
ung in 200 µl PBS + 0.02 % Tween-20 gegeben. Die zu untersuchenden Zellen
wurden in einem weniger stringenten Puffer (IP-Lyse- und Waschpuffer) lysiert
und — wie bereits fu¨r RIPA-Zelllysate beschrieben — weiterverarbeitet. Die
Proteinkonzentration wurde auf 1 mg/ml eingestellt.
Der Komplex aus Protein G-Ku¨gelchen und Antiko¨rper wurde vor Zuga-
be des Proteinlysats einmal gewaschen. Die Inkubation der Lysate mit dem
Protein G-Antiko¨rper-Komplex variierte zwischen 1 h und 24 h und fand un-
ter Rotation bei 4 ◦C statt. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die
Protein G-Ku¨gelchen dreimal mit je 200 µl Lysepuffer gewaschen und dann
in neue Reaktionsgefa¨ße u¨berfu¨hrt. Nach einem weiteren Waschschritt mit
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200 µl Lysepuffer wurden die Protein G-Ku¨gelchen mit 30 µl 1 X SDS-PAGE
Probenpuffer versetzt. Nach Erhitzen auf 95 ◦C fu¨r 5 min wurden die Proben
auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen oder bis zur Analyse eingefroren.
Beta-Glukan-Pra¨zipitation
Zur Isolierung von β-Glukan-bindenden Proteinen wurden zuna¨chst native
Zelllysate hergestellt. Zu den Zelllysaten wurde dreimal mit nativem Lysepuffer
gewaschenes Zymosan (je Probe 300 µg Zymosan oder 5x106 HKCA) gegeben
und 1 h bei 4 ◦C inkubiert. Die Inkubation erfolgte in Lysepuffer + 5 % BSA
sowie unter Zugabe verschiedener Konzentrationen von Calciumchlorid oder
EGTA unter Rotation bei 4 ◦C. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
β-Glukane zuna¨chst bei 2.000 g und 4 ◦C fu¨r 5 min abzentrifugiert und dann
in 200 µl Lysepuffer neu aufgenommen. Dieser Waschschritt wurde noch zwei
weitere Male wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der U¨berstand
verworfen und die abzentrifugierten β-Glukan Partikel mit 30 µl 1 X SDS-PAGE
Probenpuffer versetzt und fu¨r 5 min auf 95 ◦C erhitzt. Nach einer erneuten
Zentrifugation wurden die U¨bersta¨nde auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen.
Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Test
Die Konzentration von Proteinlo¨sungen wurde mit Hilfe des BCA-Test colori-
metrisch bestimmt. Zur Quantifizierung der unbekannten Probenkonzentration
wurde eine BSA-Standardreihe (2 µg/ml, 1.5 µg/ml, 0.75 µg/ml, 0.375 µg/ml,
0.188 µg/ml, 0.094 µg/ml) verwendet. Gemessen wurde beim Absorptions-
maximum (560 nm) der BCA-Reagenz. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der
Gen5-Software (Biotek, Bad Friedrichshall).
SDS-PAGE und Immunblot
Zelllysate wurden zur weiteren Untersuchung auf Polyacrylamid-Gelen aufge-
trennt. Die Auftrennung erfolgte dabei unter denaturierenden Bedingungen als
SDS-PAGE. Die Proteine werden dabei durch ihre unterschiedliche Mobilita¨t in
der Gel-Matrix nach Anlegen einer elektrischen Spannung von 100 bis 130 V der
Gro¨ße nach aufgetrennt. Die durch das SDS mit einer negativen Nettoladung
ausgestatteten Proteine wandern dabei zur Anode. In einigen Fa¨llen wurde
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nach Beendigung der Auftrennung das SDS-Gel mit Coomassie-Blau eingefa¨rbt
um das Bandenmuster der in der Probe enthaltenden Proteine in den Gelspuren
sichtbar zu machen. War dies nicht der Fall wurde wie folgt verfahren:
Nach erreichen des Gel-Endes durch die Lauffront wurde das SDS-Gel dem
Tank entnommen und die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemem-
bran transferiert. Dazu wurde ein Sandwich aus Schwa¨mmchen, Filterpapier,
SDS-Gel und Nitrocellulosemembran zusammengesetzt. Dieses Sandwich wur-
de dann in einen mit eiskaltem Transfer-Puffer befu¨llten Tank gegeben, der
Tank auf Eis gestellt und ein elektrischer Strom von 250 mA fu¨r 60 bis 70 min
angelegt. Die Proteine wandern aus der Gel-Matrix Richtung Anode und wer-
den dabei von der Nitrocellulosemembran gestoppt und auf ihr immobilisiert.
Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran kurz in TBS-T gewaschen
und dann mit TBS-T + 5 % BSA inkubiert um die freien Bindungstellen der
Membran zu blockieren. Geblockt wurde unter Schu¨tteln fu¨r 1 h bei Raumtem-
peratur. Danach wurde die Membran mit einer Antiko¨rper-Lo¨sung in TBS-T +
2.5 % BSA u¨ber Nacht bei 4 ◦C geschu¨ttelt. Die Verdu¨nnung der Antiko¨rper in
der Lo¨sung orientierte sich dabei an den Angaben der Hersteller und eigenen
Erfahrungswerten.
Am na¨chsten Tag wurden die Membranen dreimal fu¨r je 5 min mit TBS-
T gewaschen und dann mit einer Lo¨sung eines passenden HRP-konjugierten
Zweitantiko¨rpers und TBS-T + 2.5 % BSA inkubiert. Der Zweitantiko¨rper wurde
zuvor 1 zu 10.000 in TBS-T + 2.5 % BSA aufgenommen. Die Inkubation erfolgte
fu¨r 1 h unter Schu¨tteln bei Raumtemperatur. Nach drei weiteren Waschschritten
mit TBS-T und einem letzten Waschschritt mit TBS, wurde die Membran aus
dem Reaktionsgefa¨ß entnommen und auf einem Stu¨ck Frischhaltefolie mit
etwa 1 ml ECL-Lo¨sung benetzt. Nach etwa 30 s wurde die u¨berschu¨ssige ECL-
Lo¨sung entfernt und die Chemilumineszenz mit Hilfe eines Kamerasystems
digital detektiert.
Immunzytochemie
Zur Durchfu¨hrung immunzytochemischer Untersuchungen wurden zuna¨chst
sterile, runde Deckgla¨schen (Dicke # 1.5) fu¨r 1 h mit 0.01 % Poly-L-Lysin in PBS
bei Raumtemperatur inkubiert. Je ein Deckgla¨schen wurde dazu in ein Well
einer 24-Well-Platte gegeben. Es folgten drei Waschschritte mit je 1 ml PBS pro
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Well und Deckgla¨schen. Sollten die Deckgla¨schen direkt benutzt werden, wurde
ein weiterer Waschschritt mit 1 ml Zellkulturmedium pro Well durchgefu¨hrt.
Sollten die Poly-L-Lysine behandelten Deckgla¨schen erst am na¨chsten Tag
verwendet werden, wurden diese nach dem Waschen mit PBS u¨ber Nacht bei
Raumtemperatur unter der Sterilbank getrocknet.
Nach diesen vorbereitenden Schritten wurden die zu untersuchenden Zellen
in die Wells mit den behandelten Deckgla¨schen gegeben. Die Zellen wurden
dann u¨ber Nacht im Inkubator ruhen gelassen. Am Na¨chsten Tag wurden die
Zellen dann mit LPS oder β-Glukanen stimuliert. In einigen Fa¨llen wurden 30
min vor der Stimulation der Zellen Syk-, Src- oder Phagozytoseinhibitoren zu
den Zellen gegeben. Nach Beendigung der Stimulation (10 bis 60 min) wurden
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann fu¨r 15 min mit 500 µl Fixie-
rungspuffer bei Raumtemperatur fixiert. Nach drei Waschschritten mit je 1 ml
PBS pro Well folgte die Permeabilisierung der fixierten Zellen mit PBS + 0.5
% Tween-20 fu¨r 10 min bei Raumtemperatur. Nach erneutem dreimaligen Wa-
schen mit je 1 ml PBS + 0.05 % Tween-20 pro Well wurden die Zellen mit PBS + 5
% Eselserum und 0.05 % Tween-20 inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
zu blockieren. Geblockt wurde fu¨r eine Stunde bei Raumtemperatur.
Nach drei Waschschritten wurden die Zellen mit einer Lo¨sung aus PBS, Er-
stantiko¨rper (1:50 bis 1:200), 2 % Eselserum und 0.05 % Tween-20 inkubiert. Die
Inkubation erfolgte entweder bei 4 ◦C u¨ber Nacht in einer feuchten Kammer
oder fu¨r eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Deckgla¨schen mit den adha¨rier-
ten Zellen wurden dann dreimal gewaschen und fu¨r 1 h mit einer Lo¨sung aus
PBS, fluoreszenzmarkiertem Zweitantiko¨rper (1:500), 2 % Eselserum und 0.05 %
Tween-20 bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurden
die Zellkerne fu¨r 1 min mit 500 µl einer DAPI-Lo¨sung (Stammlo¨sung 1:1000 in
PBS + 0.05 % Tween-20) angefa¨rbt. Nach einem letzten Waschschritt mit dH2O
wurden die Deckgla¨schen aus der 24-Well-Platte entnommen und mit den
Zellen nach unten auf einem mit Mounting-Medium pra¨parierten Objektra¨ger
fixiert.
Die Objektra¨ger wurden u¨ber Nacht im Dunkeln ruhen gelassen bis das
Mounting-Medium sich verfestigt hatte. Danach konnten die Zellen mit einem
Fluoreszenzmikroskop mit passenden Lichtquellen und Filtern untersucht
werden. Die Langzeit-Aufbewahrung der Proben erfolgte im Dunkeln bei 4 ◦C.
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Enzyme-linked Immunosorbent Assay (E.L.I.S.A)
Alle verwendeten Kits nutzen die Sandwich-Technik zum Nachweis der entspre-
chenden Ziel-Antigene. Alle ermittelten Werte beruhen auf einem Vergleich
mit einer Standardreihe bestehend aus Nullwert und sieben verschiedenen
Konzentrationen des jeweiligen Antigen-Standards. Gemessen wurde beim
Absorptionsmaximum (450 nm) des TMB-Substrats. Eine Referenzmessung
der Absorption bei 560 nm wurde von diesen Werten abgezogen. Die weitere
Durchfu¨hrung der Tests erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers.
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Gen5-Software (Biotek, Bad Friedrichs-
hall).
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zur Interaktion von Dectin-1 mit
Annexin 1 und gescha¨digten Zellen
In vorhergehenden Versuchen wurde mittels Pulldown-Experimenten und Im-
munpra¨zipitationen das Protein Annexin 1 als potentieller endogener Dectin-1
Ligand ermittelt. Dieser Sachverhalt sollte genauer untersucht und verifiziert
werden. Dazu wurden Hek293-Zellen und Schneider (S2) Zellen mit Dectin-1
oder/und Annexin 1 transfiziert. So sollte – falls es zu einer Interaktion der
beiden Proteine kommt – auch untersucht werden, ob es sich um eine cis- oder
trans-Interaktion handelt. Die Untersuchungen wurden spa¨ter auch auf den-
dritische Zellen ausgeweitet. Außerdem wurde die extrazellula¨re Doma¨ne von
Dectin-1 in E. coli exprimiert, aufgereinigt und fu¨r Bindungsstudien eingesetzt.
3.1 Generierung Dectin-1- und Annexin 1 exprimierender
Zellen
Expression von Dectin-1 in Hek293-Zellen
Hek293-Zellen wurden wie beschrieben transfiziert und anschließend unter
Zugabe von 800 µg/ml G418 selektiert. Nach Generierung einer polyklonalen
Zelllinie wurden Zellen in einer 96-Loch-Platten vereinzelt und unter Selekti-
onsbedingungen expandiert. Nach Selektion einiger Kolonien wurden diese in
Selektionsmedium (300 µg/ml G418) expandiert und nochmals auf Expression
von Dectin-1 untersucht.
In Abbildung 3.1 ist die Expression von Dectin-1 auf transfizierten Hek293-
Zellen zu sehen. Als Kontrolle dienten Hek293, die mit dem entsprechenden
Leervektor transfiziert wurden. In Abbildung 3.1A sind Dectin-1 tranfizierte
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Zellen zu sehen, in Abbildung 3.1B die Kontrollzellen. Jeweils links sind die
Zellen, die mit Isotyp-Kontrollantiko¨rper inkubiert worden sind. Die Zellen im
rechten Teil der Abbildung wurden mit anti-Dectin PE Antiko¨rper und anti-
Annexin 1 + anti-Maus IgG1 APC Antiko¨rper inkubiert. Wie erwartet konnte
lediglich auf den mit Dectin-1 transfizierten Hek293-Zellen Dectin-1 an der
Zelloberfla¨che nachgewiesen werden. Annexin 1 war auf der Zelloberfla¨che
von Hek293 in geringen Mengen nachweisbar.
Um die Funktion von Dectin-1 auf Hek293-Zellen weiter zu u¨berpru¨fen,
wurden die transfizierten Zellen zusammen mit pHRodo-Zymosan inkubiert
(Abbildung 3.2). Die an das Zymosan konjugierte pHRodo-Gruppe emittiert
nur bei saurem pH-Wert (< 6) eine gru¨ne Fluoreszenz, wenn sie mit einem
blauen Laser angeregt wird. Nach seiner Aufnahme wird Zymosan in Vesikeln
im Zellinneren weiter transportiert. Wa¨hrend der Reifung des Phagosoms
vera¨ndert sich das Milieu im inneren des Vesikels im Laufe der Zeit hin zu
einem sauren pH-Wert. So kann mit pHRodo-konjugiertem Zymosan eine
Aufnahme ins Zelllinnere von einer a¨ußeren Bindung unterschieden werden.
Wie in Abbildung 3.2 gezeigt ist, nahmen die Kontrollzellen (Histogramme
in Teil A) kein Zymosan auf. Die Dectin-1 tranfizierten Hek293-Zellen nahmen
pHRodo-Zymosan u¨ber Dectin-1 auf. Als Kontrolle wurden beide Zelllinien 30
min mit dem Phagozytose-Inhibitor Cytochalasin D (2 µM) vorinkubiert und
dann mit pHRodo-Zymosan stimuliert. In diesem Fall kam es nur zur ober-
fla¨chlichen Bindung von Zymosan an der Oberfla¨che der Dectin-1 transfizierten
Zellen.
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Abbildung 3.1: Dectin-1-Expression auf der Oberfla¨che von transfizierten Hek293-
Zellen. Nach der Isolation von einer Dectin-1 exprimierenden mono-
klonalen Hek293-Zellline wurde die Expression auf der Zelloberfla¨che
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die beiden Punkt-Diagramme
in Teil A zeigen mit Dectin-1 transfizierte Hek293-Zellen. Die beiden
Punkt-Diagramme in Teil B zeigen Kontrollzellen, die mit dem Leer-
vektor transfiziert wurden. Jeweils links ist die Inkubation mit Maus
IgG2b-PE oder anti-Maus IgG1-APC zu sehen. Rechts die Inkubation
mit anti-Dectin-1-PE und anti-Annexin 1 + anti-Maus IgG1-APC.
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Abbildung 3.2: pHRodo-Zymosan Aufnahme durch Dectin-1-transfizierte Hek293-
Zellen. Dectin-1- und mit Leervektor-transfizierte Hek293-Zellen wur-
den fu¨r 60 min mit 5 µg/ml pHRodo Green Zymosan inkubiert. Als
zusa¨tzliche Kontrolle wurden die Zellen in den linken Histogrammen
30 min vor ihrer Stimulation mit 2 µM Cytochalasin D vorbehandelt.
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Doppeltransfektion von Schneider (S2) Zellen mit Annexin 1 und Dectin-1
Schneider (S2) Zellen lassen sich vergleichsweise einfach mit mehreren Plas-
miden transfizieren. Zusammen mit den Expressionsplasmiden kann ein Se-
lektionsplasmid (hier pCoBlast), welches eine Antibiotikaresistenz (hier: Resis-
tenz gegen Blasticidin) vermittelt, in die Zellen eingebracht. Nach Konstruk-
tion der Expressionsplasmide mit den kodierenden Sequenzen von Dectin-1
und Annexin 1 wurden diese zusammen mit dem Selektionsplasmid mittels
Calciumphosphat-Methode in die Zellen eingebracht werden. Nach Selektion,
Vereinzelung und Expansion in Medium mit 25 µg/ml Blasticidin wurden
die Zellen zuna¨chst mittels Durchflusszytometrie auf Dectin-1 und Annexin 1
Expression untersucht (Abbildung 3.3).
Es konnte eine starke Expression von Dectin-1 und/oder Annexin 1 an der
Oberfla¨che von einzel- bzw. doppelt transfizerten Schneider (S2) Zellen nachge-
wiesen werden. Die Kontrollzellen, die nur mit dem Selektionsvektor transfi-
ziert wurden, zeigten wie erwartet keine Expression von humanen Annexin 1
oder Dectin-1. U¨berraschend war die starke Oberfla¨chenexposition von Anne-
xin 1, welches normalerweise hauptsa¨chlich intrazellula¨r lokalisiert ist.
Mittels Immunblot (Abbildung 3.4) wurde anschließend humanes Dectin-1
und Annexin 1 in Lysaten von einfach- und doppelt transfizierten Schneider
(S2) Zellen nachgewiesen. Die Expression von Dectin-1 und/oder Annexin 1
war vergleichbar in doppelt und einfach transfizierten Zellen.
Zur weiteren Analyse der Funktion von Dectin-1 und Annexin 1 auf Schnei-
der (S2) Zellen wurden die tranfizierten Zellen zusammen mit FITC-Zymosan
inkubiert (Abbildung 3.5). Zur Unterscheidung von Bindung und Aufnahme
von FITC-Zymosan wurden die mit FITC-Zymosan inkubierten Zellen in PBS
(pH-Wert 4.5) mit 0.1 % Trypanblau resuspendiert und durchflusszytometrisch
analysiert. Trypanblau und der erniedrigte pH-Wert quenchen die Fluoreszenz
der an Zymosan konjugierten FITC-Gruppe. Im Zellinneren wird die Fluores-
zenz von aufgenommenen FITC-Zymosan nicht beeintra¨chtigt. Versuche mit
pHRodo-Zymosan waren nicht zufriedenstellend und lassen vermuten, dass
Zymosan in Schneider (S2) Zellen nicht versta¨rkt in saure Kompartimente trans-
portiert wird. Allerdings wurden fu¨r Dectin-1 und Annexin 1 exprimierende
Schneider Zellen ho¨here Werte ermittelt Abbildung 3.6. Als Kontrolle wurden
die Zellen bei 0 ◦C (auf Eis) mit FITC-Zymosan inkubiert oder mit Cytochalsin
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D vorbehandelt.
In Abbildung 3.5 sind in (a) und (b) mehrere solcher Experimente zusam-
mengefasst. Abbildung 3.5a zeigt die prozentual-positiven Zellen fu¨r FITC-
Zymosan nach 30-minu¨tiger Inkubation. Abbildung 3.5b zeigt die MFI der
Proben aus Abbildung 3.5a. Es konnte ein signifikanter Unterschied (p¡0.0001)
zwischen einzel- und doppelt transfizierten S2 Zellen festgestellt werden.
Um eine Aufnahme durch Schneider (S2) Zellen zu verifizieren, wurden
die Zellen mittels Immunzytochemie/Immunfluoreszenz untersucht (Abbil-
dung 3.7 und 3.8 ). Mit Annexin 1 und Dectin-1 transfizierte Zellen schienen
HKCA (heat-killed c. albicans) besser aufnehmen zu ko¨nnen. Durch diese Zellen
wurden deutlich mehr Partikel aufgenommen. Nur mit Dectin-1 transfizierte
Schneider Zellen zeigten zwar eine effektive Bindung von HKCA, aber nur
eine geringfu¨gige Ausbildung von geschlossenen phagosomalen Strukturen.
Außerdem war bei doppelt-transfizierten Zelle eine sta¨rkere Akkumulation von
Dectin-1 an HCKA-Artikel festzustellen. Dies war auch der Fall, wenn die Par-
tikel noch nicht ganz aufgenommen wurden. Teils kommt es zur Kolokalisation
von Annexin 1 und Dectin-1.
In Abbildung 3.9 ist die Intensita¨t der Dectin-1 Anfa¨rbung an jeweils einer
repra¨sentativen Stelle gezeigt. Die weiße Linie zeigt den Verlauf des Inten-
sita¨tsprofils der Dectin-1 Fluoreszenz. Rechts in der Abbildung ist das Inten-
sita¨tsprofil fu¨r einfach- und doppelt-transfizierte Schneider Zellen dargestellt.
Wa¨hrend die phagosomalen Strukturen bei doppelt transfizierten Schneider
Zellen in dem repra¨sentativen Profil geschlossen waren, waren an den einfach
transfizierten Zellen HKCA-Partikel gro¨ßtenteils nur oberfla¨chlich gebunden.
Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass die Expression von Dectin-1
in Schneider (S2) Zellen und Hek293 Zellen ausreichend ist, um diesen Zellen
die Fa¨higkeit zu verleihen partikula¨re beta-Glukane aufzunehmen. In Hek293
Zellen wurde dabei die Kinase Syk aktiviert (im Folgendem gezeigt) und
pHRodo-Zymosan in saure Zellkompartimente transportiert. Schneider (S2)
Zellen, die doppelt mit Annexin 1 und Dectin 1 tranfiziert wurden, zeigten
im Vergleich zu nur mit Dectin-1 transfizierten Zellen eine erho¨hte Aufnahme
von FITC-Zymosan bei vergleichbarer Expression von Dectin-1. Die Aufnahme
von beta-Glukanen durch transfizierte Schneider (S2) Zellen wurde mittels
Immunzytochemie verifiziert (Abbildung 3.7). Dectin-1 Transfektion war aus-
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reichend, um Schneider (S2) Zellen die Fa¨higkeit zu verleihen beta-Glukane
zu binden und aufzunehmen. In Abbildung 3.7 ist zu sehen, dass sich bei In-
kubation dieser Zellen zusammen mit HKCA Dectin-1-positive phagosomale
Strukturen ausbildeten. Dies war fu¨r einfach- und doppelt tranfizierte Zellen
der Fall. Im Falle von doppelt transfizierten Zellen waren diese Strukturen
gro¨ßtenteils ebenfalls positiv fu¨r Annexin 1. Annexin-1 transfizierte nahmen
wie Kontroll-Schneider (S2) Zellen keine beta-Glukane auf oder haben diese
gebunden.
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Abbildung 3.3: Dectin-1 bzw. Annexin 1-Expression auf transfizierten Schneider-Zellen.
Monoklonale Schneider-Zelllinien wurden mittels Durchflusszytome-
trie auf Annexin 1- und Dectin-1-Expression untersucht. Die beiden
Punkt-Diagramme oben links zeigen Kontrollzellen die lediglich mit
dem Selektionsvektor transfiziert wurden. In A rechts sind Annexin 1
transfizierte Zellen gezeigt. Unten links sind doppelt-transfizierte Zel-
len gezeigt. In B rechts ist die Dectin-1-transfizierte Zellllinie zu sehen.
Die Fa¨rbung erfolgte im Falle der Kontrollexperimente mit Maus IgG2b-
PE und anti-Maus IgG1-APC und mit anti-Dectin-PE und anti-Annexin
1/anti-Maus IgG1-APC fu¨r die spezifischen Fa¨rbungen.
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Abbildung 3.4: Dectin- bzw. Annexin 1-Expression von transfizierten Schneider-Zellen.
Einfach- und doppelt-transfizierte Schneider-Zellen wurden lysiert
und mittels Immunblot auf Expression von Annexin I- und Dectin-1-
Expression gepru¨ft.
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(a)
(b)
Abbildung 3.5: FITC-Zymosan-Aufnahme durch transfizierten Schneider S2-Zellen. (a)
zeigt den prozentualen Anteil der Zellen die FITC-Zymosan aufgenom-
men haben. (b) zeigt die zugeho¨rige MFI der beiden Zellpopulationen.
S2-Zellen wurden mit 10 µg FITC-Zymosan fu¨r 45 min bei 37 ◦C oder
auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und in
PBS pH 4.5 + 0.1 % Trypanblau aufgenommen und im Durchflusszy-
tometer analysiert. Die statistische Auswertung wurde mittels t-Test
durchgefu¨hrt. Die Werte fu¨r die FITC-Zymosan-Aufnahme bei 37 ◦C
stammen aus acht Experimenten. Die Werte fu¨r die Aufnahme bei 0 ◦C
stammen aus drei Experimenten.
55
3 Ergebnisse Teil I: Untersuchungen zur Interaktion von Dectin-1 mit Annexin 1 und
gescha¨digten Zellen
Abbildung 3.6: Aufnahme von pHRodo-Zymosan durch transfizierte Schneider Zellen.
Schneider Zellen wurden wie beschrieben fu¨r 2 Stunden mit pHRodo-
Zymosan inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch unter-
sucht.
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(a) DAPI (b) Dectin-1
(c) HKCA (d) Overlay
Abbildung 3.7: HKCA-Aufnahme durch transfizierte Schneider (S2) Zellen. Dectin-1
transfizierte Schneider (S2) Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und
mit Antiko¨rpern gegen Dectin-1 fu¨r 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde ein passender DyLight 594-konjugierte Zweitantiko¨rper
(Rot) zugegeben. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefa¨rbt.
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(a) DAPI (b) Dectin-1
(c) Annexin 1 (d) HKCA
(e) Overlay
Abbildung 3.8: HKCA-Aufnahme durch transfizierte Schneider (S2) Zellen. Dectin1
und Annexin 1 transfizierte Schneider (S2) Zellen wurden fixiert, per-
meabilisiert und mit Antiko¨rpern gegen Dectin-1 und Annexin 1 fu¨r 1
h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden passende DyLight
594(Rot)/650(Gru¨n)-konjugierte Zweitantiko¨rper zugegeben. Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) angefa¨rbt.
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(a) Dectin-1+ (b) Dectin-1+
(c) Dectin-1+/Annexin 1+ (d) Dectin-1+/Annexin 1+
Abbildung 3.9: Analyse phagosomaler Strukturen von einfach- und doppelt-
transfizierten Schneider Zellen. Repra¨sentative Phagosomen wurdne
mit Hilfe der Software FIJI analysiert (weiße Linie). Das Farbprofil
links zeigt die Intensita¨t der Dectin-1 Fa¨rbung nach Inkubation mit
HKCA. (a)/(b): Dectin-1 transfizierte Schneider Zellen. (c)/(d): Dectin-
1/Annexin 1 transfizierte Schneider Zellen.
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3.2 Annexin 1-knockout in Dectin-1-transfizierten
Hek293-Zellen reduziert die Aufnahme von
FITC-Zymosan
Um auch in Hek293-Zellen einen Zusammenhang zwischen Annexin-1 Ex-
pression und Aufnahme von Dectin-1-Agonisten zu untersuchen, wurde das
Annexin 1-kodierende Gen in der monoklonale Dectin-1 exprimierende Hek293-
Zellline mittels CRISPR/Cas9 ausgeschaltet. Die Expression von Annexin 1
in Hek293/Dectin1+ wurde nach Selektion mit Puromycin mittels Immunblot
u¨berpru¨ft (Abbildung 3.10)
Die Expression von Dectin-1 auf der Zelloberfla¨che nach erfolgtem Annexin
1 knockout wurde u¨berpru¨ft. Das Abschalten des Annexin 1 Gens in Hek293-
Zellen fu¨hrte zu keiner vera¨nderten Expression von Dectin-1 auf der Oberfla¨che
von Hek293-Zellen (Abbildung 3.11).
Da in Schneider (S2) Zellen gezeigt werden konnte, dass Annexin 1 eine Rolle
bei der Aufnahme von beta-Glukanen durch Dectin-1 zu spielen scheint, wurde
in den folgenden Experimenten untersucht, ob der knockout von Annexin 1
in Dectin-1 transifizerten Hek293 eine Vera¨nderung der Zymosan-Aufnahme
bewirkt.
Abbildung 3.12 zeigt die durchflusszyotmetrisch bestimmte MFI von Dectin-
1 exprimierenden Hek293-Zellen nach 30 min Inkubation mit FITC-Zymosan.
Es wurde ein signifikanter Unterschied bei der Aufnahme durch Zellen die
Annexin 1 exprimieren und den Annexin 1-defizienten Zellen festgestellt.
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Abbildung 3.10: Annexin 1-knockout in Dectin-1 exprimierenden Hek293 Zellen. Dectin-
1-transfizierte Hek293 Zellen wurden mit einem einem Annexin 1
CRISPR/Cas9 knockout-Plasmid und einem Annexin 1 HDR-Plasmid
wie im Methodenteil beschrieben transfiziert und mittels Puromycin
selektiert. Dargestellt ist ein Immunblot bei dem auf Expression von
Annexin 1 und Tubulin gepru¨ft wurde.
Abbildung 3.11: Dectin-1 Expression auf der Oberfla¨che von Dectin-1 transfizierten
Hek293 Zellen vor und nach Annexin 1-knockout. Als Kontrolle wur-
den mit Leervektor tranfizierte Hek293-Zellen verwendet. Alle Zellty-
pen wurden fu¨r 30 min mit anti-Dectin-1 PE Antiko¨rper inkubiert.
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Abbildung 3.12: FITC-Zymosan-Aufnahme von Dectin-1-transfizierten Hek293-Zellen
vor und nach Annexin 1-knockout. Nach Annexin 1-knockout mittels
Crispr/Cas9-Plasmid wurden die Zellen fu¨r 30 min mit 5 µg/ml FITC-
Zymosan inkubiert und mit dem Durchflusszytometer analysiert. Die
Signifikanz wurde mittels t-Test bestimmt. Die Ergebnisse stammen
aus vier Experimenten.
62
3 Ergebnisse Teil I: Untersuchungen zur Interaktion von Dectin-1 mit Annexin 1 und
gescha¨digten Zellen
Syk wird nach Stimulation mit beta-Glukanen in Dectin-1 transfizierten
Hek293 Zellen phosphoryliert
Als na¨chstes wurde die Phosphorylierung der Kinase Syk nach Stimulation von
Dectin-1 auf transfizierten Hek293-Zellen untersucht. Zur Stimulation wurden
die Dectin-1 Agonisten Zymosan, HKCA und Curdlan verwendet. Der Immun-
blot in Abbildung 3.13 zeigt die Phosphorylierung von Syk an den Tyrosinen
525 und 526 nach 30-minu¨tiger Inkubation der Zellen mit den angegebenen
Liganden. HKCA und Zymosan lo¨sten eine starke Phosphorylierung von Syk
aus. Die Phosphorylierung durch Curdlan fiel geringer aus. Vermutlich auf-
grund des geringeren Zell zu Partikel Verha¨ltnisses durch die vergleichsweise
großen Curdlan-Partikel. Es bestand kein Unterschied zwischen Annexin 1
exprimierenden und Annexin 1 defizienten Zellen.
Abbildung 3.13: Syk-Phosphorylierung an den Tyrosinen 525 und 526 in transfizerten
Hek293-Zellen nach Stimulation mit Curdlan, HKCA und Zymosan
vor und nach Annexin 1knockout. Dectin-1-tranfizierte Hek293-Zellen
wurden 30 min mit 100 µg Zymosan/Curdlan oder 1x107 HKCA
inkubiert, lysiert und mittels Immunblot auf Phosphorylierung der
Kinase Syk gepru¨ft.
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3.3 Annexin I bindet Calcium-abha¨ngig und
Dectin-1-unabha¨ngig an Zymosan- und
HKCA-Partikel
Eine direkte Bindung von Annexin 1 an C. albicans wurde bereits in der Litera-
tur beschrieben. Annexin 1 sorgt auf Epithelzellen der Mundschleimhaut fu¨r
eine Verringerung des Wachstums von C. albicans (Lilly u. a., 2010). Annexin 1
besitzt mehrere Calcium-bindende Doma¨nen, die die Bindung an verschiedene
Liganden beeinflussen.
Um zu u¨berpru¨fen, ob Annexin 1 in vitro an Zymosan-Partikel bindet, wurden
native Lysate von mit Annexin 1 und/oder Dectin-1 transfizierten Schneider
(S2) Zellen angefertigt und zusammen mit Zymosan inkubiert.
Nach mehren Waschschritten wurden die an Zymosan gebundenen Proteine
mit 1X SDS-PAGE Probenpuffer eluiert, denaturiert/reduziert, auf einem SDS-
Gel aufgetrennt und dann mittels Immunblot auf Vorhandensein von Dectin-1
und Annexin 1 in den Eluaten getestet. Wie in Abbildung 3.14 zu sehen ist,
wurde Annexin 1 unabha¨ngig von der Koexpression von Dectin-1 an Zymosan
gebunden (Abbildung 3.14a). Die Konzentration von Calciumionen im Puffer
war dabei entscheidend, ob Annexin 1 an Zymosan binden konnten (Abbildung
3.14b). Mindestens 1 mM Calciumchlorid im Puffer war no¨tig, um eine Bin-
dung von Annexin 1 an Zymosan nachweisen zu ko¨nnen. EGTA, ein Calcium
Chelator, verhinderte die Bindung von Annexin 1 an Zymosan. Die Bindung
von Dectin-1 an Zymosan war Calcium-unabha¨ngig.
Wurden statt Zymosan hitze-inaktivierte C. albicans (HKCA) verwendet, war
das Ergebnis der Pra¨zipitationsexperimente vergleichbar (Abbildung 3.15. In
doppelt-transfizierten Zellen konnte allerdings erst ab einer Konzentration
von 5 mM Calciumchlorid eine deutliche Bindung von Annexin 1 an hitze-
inaktivierte C. albicans nachgewiesen werden. Auch Dectin-1 hat bei erho¨hter
Calcium-Konzentration versta¨rkt an hitze-inaktivierte C. albicans gebunden.
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(a)
(b)
Abbildung 3.14: Direkte Bindung von Dectin-1 und Annexin 1 an Zymosan-Partikel in
Abha¨ngigkeit von Calcium-Ionen. Lysate von Annexin 1- und Dectin-
1-transfizierten Schneider S2 Zellen sowie Kontrollzellen (S2 Blast)
wurden wie beschrieben mit Zymosan inkubiert. (a) zeigt die Bin-
dung bei Vorhandensein von Calcium-Ionen (2 mM) von Annexin
1 an Zymosan-Partikel unabha¨ngig von Dectin. EGTA (5 mM) ver-
ringert oder verhindert die Bindung von Annexin 1. (b) steigende
Konzentrationen von Calcium-Ionen erho¨hen die Bindung von Anne-
xin 1 an Zymosan. Dectin-1 bleibt davon unberu¨hrt. Eine Probe wurde
ohne Zugabe von Zymosan bearbeitet um zu zeigen, dass es es sich
nicht um Pra¨zipitationseffekte der Proteine nach Zugabe von Calcium
handelt. Die Gelspur mit der Bezeichnung Input zeigt den Nachweis
von Dectin-1 und Annexin 1 aus 20 µl Ursprungslysat bevor es mit
Zymosan inkubiert wurde.
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Abbildung 3.15: Direkte Bindung von Dectin-1 und Annexin 1 an hitze-inaktivierte
C. albicans in Abha¨ngigkeit von Calcium-Ionen. Die Durchfu¨hrung
erfolgte analog zu der Pra¨zipitation mit Zymosan. Pro Ansatz wurden
2x107 hitze-inaktivierte C. albicans mit den Lysaten inkubiert.
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3.4 Bei der Aufnahme von beta-Glukanen durch
dendritische Zellen zeigt sich eine Kolokalisation von
Dectin-1 und Annexin 1 auf phagosomalen
Membranen
Nachdem ein Einfluss auf die Aufnahme von Dectin-1-Agonisten durch An-
nexin in zwei Transfektionsmodellen nachgewiesen werden konnte, wurden
dendritische Zellen mit hitze-inaktivierten C. albicans (HKCA) stimuliert und
mittels Immunzytochemie auf Annexin 1 und Dectin-1 untersucht (Abbildung
3.16). Auf phagosomalen Membranen, die HKCA-Partikeln (violett) enthalten,
konnte eine Akkumulation von Annexin 1 (gru¨n) und Dectin-1 (rot) beobachtet
werden (Abbildung 3.16 und 3.17).
Die Zellen in Abbildung 3.16 wurden fu¨r 30 min mit HKCA inkubiert. In Ab-
bildung 3.17 wurden die dendritischen Zellen fu¨r 10 min mit HKCA stimuliert
um fru¨he phagosomale Strukturen zu untersuchen. In (a) bis (c) der Abbildung
sind die Fluoreszenz von Dectin-1, Annexin 1 und ein Overlay der Fluoreszenz
von Dectin-1, Annexin 1, DAPI und HKCA zu sehen. Abbildung 3.17e zeigt
das Intensita¨tsprofil der Dectin-1 und Annexin 1 Fluoreszenz an ausgewa¨hlten
phagosomalen Strukturen (weiße Linie). Auf allen hier untersuchten repra¨sen-
tativen Strukturen konnte eine Kolokalisation in vergleichbarer Intensita¨t von
Annexin 1 und Dectin-1 beobachtet werden.
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(a) DAPI (b) Dectin-1
(c) Annexin 1 (d) HKCA
(e) Overlay
Abbildung 3.16: Lokalisation von Annexin 1 (gru¨n) und Dectin-1(rot) auf phagoso-
malen Membranen. Dendritische Zellen wurden unter Zugabe von
IL-4 und GM-CSF aus Monozyten generiert. Nach Stimulation fu¨r
15 min mit HKCA-Partikeln wurden die dendritischen Zellen fixiert,
permeabilisiert, mit 10 % Esel-Serum geblockt und anschließend mit
anti-Dectin-1 und anti-Annexin 1 Antiko¨rpern inkubiert. Danach wur-
den die Zellen mit anti-Maus IgG DyLight 593 und anti-Ziege IgG
DyLight 650 inkubiert. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefa¨rbt.
HKCA-Partikel haben eine Autofluoreszenz im FITC-Kanal (violett).
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(a) Dectin-1 (b) Annexin 1 (c) Overlay
(d) Overlay Dectin-1/Annexin 1
(e) Intensita¨tsprofil Dectin-1/Annexin 1
Abbildung 3.17: Lokalisation von Annexin 1 (gru¨n) und Dectin-1(rot) von DC auf pha-
gosomalen Membranen nach Inkubation mit HKCA (pink). (c) zeigt
das Intensita¨tsprofil von Annexin 1 und Dectin-1 auf ausgewa¨hlten
(weiße Linie) phagosomalen Strukturen.
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3.5 Klonierung und Expression der rekombinanten,
extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1
Da Annexin-1 auf apoptotischen Zellen externalisiert wird und dort als Eat-me-
Signal fungiert (Weyd u. a., 2013; Blume u. a., 2009), sollte untersucht werden,
ob Dectin-1 Annexin 1 auf apoptotischen Zellen binden kann. Dazu wurde die
extrazellula¨re Doma¨ne wie im Methodenteil beschrieben in E. coli exprimiert
und aufgereinigt. Nachfolgend sind zuna¨chst die Ergebnisse der Expression
und Aufreinigung gezeigt.
Die Expression und Aufreinigung der rekombinanten Dectin-1-Doma¨nen ge-
staltete sich zuna¨chst als schwierig. Eine native Aufarbeitung des Proteins war
nur in sehr geringen Ausbeuten mo¨glich. Die Ru¨ckfaltung des denaturierten
Proteins erwies sich als die bessere Option.
In Abbildung 3.18 ist ein repra¨sentatives Coomassie-gefa¨rbtes Polyacrylamid-
Gel auf das verschiedene Mengen einer Aufarbeitung der beiden Dectin-1 ECDs
abgebildet. ECD 1 bezieht sich auf die extrazellula¨re Doma¨ne inklusive Stalk-
Region und ECD 2 auf die extrazellula¨re Doma¨ne ohne Stalk-Region
Die erhaltene Reinheit ist unter der Beru¨cksichtigung der vorhandenen
Laborausru¨stung als gut zu bezeichnen. Verunreinigungen kamen auf dem
Coomassie-gefa¨rbtem Gel erst bei hohen Mengen ECD 1 oder ECD 2 zum Vor-
schein. Beide rekombinanten Proteine wanderten in der SDS-PAGE in etwa auf
der Ho¨he des zu erwartenden Molekulargewichts. Die ECD 1 erschien bei ca.
24 kDa und die ECD 2 bei ca. 14 kDa.
Das no¨tige Ru¨ckfalten der denaturierten Proteine fu¨hrte wa¨hrend der Aufrei-
nigung zu gro¨ßeren Verlusten zwischen den verschiedenen Dialyse-Schritten.
Die Ausbeute pro 500 ml E. coli-Kultur bewegte sich trotz dieser Verluste im
Milligramm-Bereich.
Zur Kontrolle der Aktivita¨t der extrazellula¨ren Doma¨ne wurden Bindungs-
studien an beta-Glukan-Partikeln durchgefu¨hrt. Dabei zeigte sich, dass die
rekombinante ECD in der Lage ist an beta-Glukan-Partikel zu binden. Als Kon-
trolle wurde ein ebenfalls in E. coli aufgereinigtes Kontrollprotein (5xHis-DHFR)
verwendet, welches nicht an beta-Glukan-Partikel bindet. In Abbildung 3.19
sind zwei repra¨sentative Histogramme durchflusszytometrischer Messungen
zu sehen.
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Wa¨hrend die rekombinante Dectin-1-ECD an Zymosan-Partikel gebunden
hat, konnte fu¨r das DHFR-Kontrollprotein keine Bindung an Zymosan nachge-
wiesen werden (Abbildung 3.19b). Ein a¨hnliches Ergebnis wurde fu¨r die Inku-
bation von Zymosan-Partikeln nur mit Erst- und Zweitantiko¨rper (Abbildung
3.19a) beobachtet. Die rekombinante ECD schien somit in aktiver Konformation
vorzuliegen und war in der Lage Zymosan zu binden.
Abbildung 3.18: Coomassie-Brilliant-Blau gefa¨rbtes Polyacrylamid-Gel mit verschie-
denen Mengen beider Dectin-1-ECDs. Die Proben wurden vor der
endgu¨ltigen Aufkonzentrierung auf das Polyacrylamid-Gel aufgetra-
gen und analysiert. Ganz links ist ein Proteingro¨ßenmarker aufgetra-
gen (170 bis 10 kDa)
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(a) (b)
Abbildung 3.19: Bindung von rekombinanter Dectin-1-ECD an Zymosan-Partikel. Alle
Inkubationsschritte wurden bei 4 ◦C fu¨r 1 h (ECD/DHFR) oder 30
min (Antiko¨rper) durchgefu¨hrt. (a): geschlossenes Histogramm: Zy-
mosan + anti-PolyHis + anti Maus-IgG1-APC, offenes Histogramm:
Zymosan + Dectin-1-ECD + anti-PolyHis + anti-Maus IgG1-APC; (b):
geschlossenes Histogramm: Zymosan + 5xHis-DHFR + anti-PolyHis +
anti Maus-IgG1-APC, offenes Histogramm: Zymosan + Dectin-1-ECD
+ anti-PolyHis + anti-Maus IgG1 APC
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3.6 Die extrazellula¨re Doma¨ne von Dectin-1 bindet an
gescha¨digte Zellen
Als na¨chstes wurde die Bindung von Dectin-1 an gescha¨digte Zellen untersucht.
Dazu wurden Jurkat Zellen mit 5 µM Staurosporin behandelt und u¨ber Nacht
bei 37 ◦C inkubiert. Die Zellen wurden dann nacheinander mit extrazellula¨rer
Dectin-1 Doma¨ne, anti-poly-Histidin Antiko¨rper und anti-Maus IgG1 APC An-
tiko¨rper inkubiert. Vor der Analyse im Durchflusszytometer wurden die Zellen
mit 7AAD gefa¨rbt, um Zellen sichtbar zu machen, die ihre Membranintegrita¨t
verloren haben.
Die extrazellula¨re Doma¨ne von Dectin-1 hat an unbehandelte und an mit
Staurosporin behandelte, gescha¨digte Jurkat Zellen (3.20a) gebunden. Die Bin-
dung an 7AAD-positive Jurkat Zellen fiel am sta¨rksten aus.
Es wurde gezeigt, dass Annexin-1 durch einen Waschschritt mit EGTA-
haltigem Puffer von apoptotischen und nekrotischen Zellen entfernt werden
kann (Blume u. a., 2009). Auf die Bindung von Dectin-1 an 7AAD-positive Zel-
len hatte EGTA keinen Einfluss (Abbildung 3.20b). Dies legt nahe, dass Annexin
1 auf 7AAD-positiven Zellen nicht von Dectin-1 erkannt wird. Besta¨tigt wur-
de dies durch Experimente mit Annexin-1 transfizierten Schneider S2 Zellen.
Die Dectin-1-ECD hat nicht versta¨rkt an diese Zellen gebunden, obwohl sie
große Mengen Annexin 1 an ihrer Oberfla¨che exprimierten (nicht gezeigt). Pull-
down-Versuche und Ko-Immunpra¨zipitationen zeigten jedoch eine Ko-Elution
von Dectin-1 und Annexin 1 (spa¨ter gezeigt). Welchen Liganden Dectin-1 auf
gescha¨digten Jurkat-Zellen erkennt blieb unklar.
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(a)
(b)
Abbildung 3.20: Bindung der rekombinanten extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1 an
Jurkat Zellen. Jurkat Zellen wurden mit 5 µM Staurosporin behandelt
und u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert. (a) Die Zellen wurden nach Ernte
und Waschen mit oder ohne 10 µg/100 µl Dectin-1-ECD fu¨r 30 min
bei 4 ◦C inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit anti-poly-Histidin-
Antiko¨rper fu¨r 30 min bei 4 ◦C. Abschließend wurden die Zellen fu¨r
30 min mit anti-Mouse IgG1 APC inkubiert. 7AAD wurde vor der
durchflusszytometrischen Analyse fu¨r 10 min zu den Zellen gegeben.
(b) Behandlung mit 5 mM EGTA vor Zellfa¨rbung.
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3.7 Mit Dectin-1 transfizierte Hek293 nehmen vermehrt
gescha¨digte Zellen auf.
Um weiter zu untersuchen, ob Dectin-1 Liganden auf gescha¨digten Zellen
bindet, wurde ein Dectin-1-mRFP-Fusionsprotein in Hek293 exprimiert. Dazu
war ein neuer reverse-Primer no¨tig um mRFP in frame mit Dectin-1 exprimieren
zu ko¨nnen. Nach Transfektion, Selektion mit G418 und Vereinzelung wurde eine
monoklonale Zellinie erhalten, die Dectin-1-mRFP exprimierten und Dectin-1-
Agonisten aufnehmen konnten (Abbildung 3.21). Es ist gut zu erkennen, wie
sich Dectin-1-mRFP an die hitzeinaktivierten C. albicans Partikel anlagerte und
eine Aufnahme ins Zellinnere vermittelte.
Zur weiteren Untersuchung wurden Dectin-1-mRFP exprimierende Hek293
zusammen mit CMFDA-gefa¨rbten, gescha¨digten Jurkat Zellen inkubiert. Die
Analyse nach 4 h Kokultur erfolgte mittels Durchflusszyotmetrie (Abbildung
3.22a) und Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 3.22b). Dectin-1-mRFP-trans-
fizierte Hek293 nahmen etwas mehr CMFDA-gefa¨rbete Jurkat Zellen auf als
Kontrollzellen. Hek293 ko¨nnen gescha¨digte Zellen u¨ber das αVβ5-Integrin auf-
nehmen (Albert u. a., 2000). Durch Dectin-1 kommt es zu einer leichten, aber
signifikanten Zunahme der Aufnahme von CMFDA-gefa¨rbten Jurkat Zellen.
Die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie besta¨tigt die Aufnahme von Be-
standteilen der gefa¨rbten Zellen durch Hek293. Eine versta¨rkte Anlagerung von
Dectin-1-mRFP an gescha¨digte Jurkat Zellen konnte nicht beobachtet werden.
3.8 Ko-Immunpra¨zipitation von Annexin 1 und Dectin-1
aus Schneider S2 Zelllysaten
Um eine direkte Interaktion von Dectin-1 und Annexin 1 feststellen zu ko¨nnen
wurden Zelllysate aus doppelt- und einfach-transfizierten Schneider S2 Zellen
hergestllt und fu¨r Immunpra¨zipitationen verwendet. Dectin-1 Antiko¨rper wur-
den an eine magnetische Protein G-Matrix gebunden und mit Zellysaten von
Dectin-1- und Dectin-1/Annexin 1-transfizierten inkubiert. Nach Inkubation
bei 4 ◦C u¨ber Nacht wurde die Protein G-Matrix drei Mal mit Lysepuffer ge-
waschen. Danach wurden die verbliebenen Proteine mit 1X SDS-PAGE Puffer
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(a)
(b)
Abbildung 3.21: Oberfla¨chenexpression von Dectin-1-mRFP (a) und Aufnahme von
hitzeinaktivierten C. albicans (b) durch transfizierte Hek293.(a) Mit
Dectin-1-mRFP transfizierte und mit Leervektor (Mock) transfizierte
Hek293 Zellen wurden fu¨r 30 min bei 4 ◦C mit 1 µg anti-Dectin-
1 Antiko¨rper und dann mit 5 µl anti-Ziege IgG DyLight 488 inku-
biert, gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert. (b) Dectin-
1-mRFP exprimierende Hek293 wurden auf Poly-L-Lysine gecoateten
Deckgla¨schen ausgesa¨t und fu¨r 30 min mit 1x106 hitzeinaktivierten
C. albicans stimuliert, fixiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop un-
tersucht. Gezeigt ist eine Ebene eines Z-Stapels. Rot: Dectin-1-mRFP;
Gru¨n: hitzeinaktivierte C. albicans.
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(a)
(b)
Abbildung 3.22: Aufnahme von gescha¨digten, CMFDA-gefa¨rbten Jurkat Zellen durch
Dectin-1-mRFP-transfizierte Hek293. Hek293 Zellen wurden fu¨r 4
h 1:5 mit CMFDA-gefa¨brten Jurkat Zellen bei 37 ◦C inkubiert und
dann durchflusszytometrisch analysiert(a, links). Die Histogramme re-
pra¨sentieren nicht-behandelte Kontrollproben (geschlossen) und mit
CMFDA+-Jurkat Zellen behandelte Zellen (gepunktet: Hek293 Dectin-
1-mRFP; durchgehend: Hek293 Mock). (b) zeigt fixierte Hek293 die
Dectin-1-mRFP exprimieren und fu¨r 4 h auf Poly-L-Lysin behandelten
Deckgla¨schen zusammen mit CMFDA+-Jurkat Zellen inkubiert wur-
den. Das Bild zeigt eine einzelne Ebene eines Z-Stapels. Rot: Dectin-
1mRFP, Gru¨n: CMFDA+-Jurkat Zellen. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung aus 4 Experimenten. p-Werte wurden mit Hilfe
des t-Tests ermittelt.
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eluiert. Das Eluat wurde auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Nach Transfer auf
Nitrozellulose wurde zuerst auf Annexin 1 und dann auf Dectin-1 im Eluat
getestet (Abbildung 3.23 ). Eine Bande bei etwa 36 kDa taucht in der Spur auf,
auf der die Proteine des Eluats von Lysaten aus doppelt-transfizierten Zellen
aufgetrennt wurde. Diese Bande repra¨sentiert Annexin 1. Weitere Banden bei
etwa 55 kDa und 25 kDa repra¨sentieren die schwere und leichte Kette des
anti-Dectin-1 Antiko¨rpers. Der Test auf Dectin-1 zeigt in beiden Spuren eine
Bande bei etwa 22 kDa die Dectin-1 repra¨sentiert. Die Bande unterhalb der
leichten Kette ist mo¨glicherweise eine glykosylierte Form von Dectin-1. Auch
schwere und leichte Kette des anti-Dectin-1 Antiko¨rpers sind hier zu sehen.
IP:�Dectin-1,�WB:�Annexin�1������������������IP:�Dectin-1,�WB:�Dectin-1
Abbildung 3.23: Co-Immunpra¨zipitation von Dectin-1 und Annexin 1 aus Lysaten
transfizierter Schneider (S2) Zellen. Lysate von doppelt (S2DA)- und
einfach (S2D) transfizierten Schneider (S2) Zellen wurden mit Anti-
Dectin-1 Antiko¨rpern die zuvor an Protein G Ku¨gelchen gebunden
worden sind u¨ber Nacht bei 4 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Die gebun-
denen Proteine wurden nach drei Waschschritten mit 1x Probenpuffer
eluiert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt und dann auf Nirocellulose
tranferiert. Es folgte die Detektion von (A) Annexin 1 (Anx 1) und
(B) Dectin-1 auf der Nitrocellulose mittels Antiko¨rpern gegen Dectin-
1/Annexin 1 und den passenden HRP-konjugierten Zweitantiko¨rpern.
l.c.: light chain; h.c.: heavy chain
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Dectin-1-vermittelte
Signalweiterleitung in tolerogenen
dendritischen Zellen
Dectin-1 ist der wichtigste beta-Glukan Rezeptor auf Zellen des Immunsystems.
In der Einleitung dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Dectin-1 fu¨r die
angeborene und adaptive Immunantwort beschrieben. Erste Versuche zeigten,
dass Dectin-1 auf tolerogenen dendritischen Zellen (IL-10- und Dexamethason-
induziert) versta¨rkt exprimiert wurde. Dies ist besonders vor dem Hintergrund
der erho¨hten Anfa¨lligkeit fu¨r Candida-Infektionen von Patienten die mit Dexa-
methason behandelt werden von Interesse.
Durch die Fa¨higkeit von Dectin-1 alle Teile des adaptiven Immunsystems zu
aktivieren, ist Dectin-1 ein interessantes Ziel fu¨r zellbasierte Vakzinierungen. In
diesem Teil der Arbeit wurde Dectin-1 und seine in diesen Zellen vermittelte
Signalweiterleitung detailliert untersucht.
4.1 Differentielle Expression von Oberfla¨chenmarkern
auf iDC und Dex-DC
Nach Differenzierung Dexamethason-induzierter tolerogener dendritischer Zel-
len (Dex-DC) aus Monozyten, welche aus buffy-coats gesunder Spender isoliert
wurden, wurden die Oberfla¨chenmarker dieser Zellen mittels Durchflusszy-
tometer analysiert. Als Vergleich dienten mittels IL-4 und GM-CSF generierte
dendritische Zellen des selben Spenders. Nach Abschluss der Differenzierung
a¨hnelte die Morphologie von Dex-DC augenscheinliche denen von gewo¨hnli-
chen in vitro generierten dendritischen Zellen.
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Im Folgenden wird die Expression einiger Oberfla¨chenmarker direkt nach
Abschluss der Differenzierung und in einigen Fa¨llen nach Stimulation der
beiden DC-Populationen mit beta-Glukanen analysiert und pra¨sentiert.
4.1.1 Die Dectin-1-Expression ist auf der Oberfla¨che von Dex-DC
signifikant erho¨ht
Dex-DC und iDC wurden nach ihrer Differenzierung im Durchflusszytome-
ter auf Expression des beta-Glukan-Rezeptors Dectin-1 auf ihrer Oberfla¨che
untersucht. In Abbildung 4.1a ist ein repra¨sentatives Histogramm der Ober-
fla¨chenexpression von Dectin-1 auf iDC und Dex-DC gezeigt. In Abbildung 4.1b
ist die durchflusszytometrisch ermittelte mittlere Fluoreszenzintensita¨t (MFI)
auf beiden Zelltypen als Balkendiagramm dargestellt. Die ermittelten Werte
stammen aus sieben unabha¨ngigen Experimenten von sieben unterschiedlichen
Spendern. Die MFI der Isotypkontrolle wurde bei Angabe der MFI von der MFI
der Probe abgezogen.
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(a)
(b)
Abbildung 4.1: Expression von Dectin-1 auf der Zelloberfla¨che von iDC und Dex-DC.
(a) repra¨sentatives Histogram der durchflusszytometrischen Analyse
der Expression von Dectin-1 auf iDC und Dex-DC mit Angabe der
MFI. (b) Dectin-1 Expression auf der Oberfla¨che von iDC und Dex-DC
mehrerer Spender. Dargestellt ist die MFI nach Abzug der MFI der Iso-
typkontrolle. Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden aus
sieben unabha¨ngigen Experimenten ermittelt. Die Signifikanz wurde
mit Hilfe des t-Tests bestimmt.
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4.1.2 Stimulation mit beta-Glukanen induziert keine Hochregulation
kostimulatorischer Proteine auf Dex-DC
Werden dendritische Zellen mit beta-Glukanen stimuliert, wird durch Dectin-1
vermittelte Signalwege eine Reifung dieser Zellen induziert. Dabei kommt es
zur Hochregulation der Reifungsmarker CD80, CD83 und CD86. In Abbildung
4.2 wurden iDC und Dex-DC mit je 100 µg/ml Zymosan oder Curdlan stimu-
liert. Nach Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen Stimulus fu¨r 16 h wurden
die in der Abbildung genannten CD-Marker wie beschrieben mit Antiko¨rpern
angefa¨rbt und mittels Durchflusszytometer analysiert.
Keiner der klassischen Reifungsmarker wurde auf Dex-DC hochreguliert,
wa¨hrend es bei dendritischen Zellen erwartungsgema¨ß zu einer starken Hoch-
regulation von CD80, CD83 und CD86 kam. CD80 und CD86 sind kostimula-
torische Moleku¨le, welche die T-Zell-Aktivierung und deren Differenzierung
maßgeblich beeinflussen.
Wie in der Abbildung 4.2 außerdem zu sehen ist, stimulierten Zymosan
und Curdlan die Expression von CD80, CD83 und CD86 auf iDC in gleichem
Maße. Beide beta-Glukane induzierten eine a¨hnlich starke Hochegulation der
Reifungsmarker auf iDC. Zymosan besitzt neben seiner Eigenschaft als Dectin-
Agonist außerdem TLR2-stimulierende Eigenschaften (Dillon u. a., 2006). Curd-
lan gilt hingegen als spezifischerer Dectin-1-Agonist.
In Abbildung 4.3 ist die Expression der beiden kostimulatorischen Moleku¨le
CD80 und CD86 auf der Oberfla¨che von iDC und Dex-DC aus drei unabha¨ngi-
gen Experimenten zusammengefasst. Beide CD-Marker wurden auf dendriti-
schen Zellen nach Stimulation mit den beta-Glukanen Zymosan und Curdlan
stark hochreguliert. Dex-DC zeigten hingegen keine Hochregulierung von
CD80 und CD86.
Neben den Reifungsmarkern CD80/CD83/CD86 wurden weitere Ober-
fla¨chenproteine auf iDC und Dex-DC analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 4.4 dargestellt.
CD11b ist Bestandteil von CR3, welcher als Heterodimer zusammen mit
CD18 neben Dectin-1 der wichtigste beta-Glukan erkennende Rezeptor ist. Die
Expression auf Dex-DC war im Vergleich zu iDC deutlich reduziert. Nach
Inkubation mit Zymosan oder Curdlan konnte auf iDC und Dex-DC eine
Reduktion der Oberfla¨chenexpression von CD11b gemessen werden.
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Die beiden inhibitorischen Proteine PD-L1 und PD-L2 wurden auf beiden
Zelltypen exprimiert. Die Expression fiel vor der Stimulation in etwa gleich
aus. Nach Stimulation mit beta-Glukanen wurde auf beiden Zellen eine erho¨hte
Expression von PD-L1 beobachtet, die fu¨r iDC ho¨her ausfiel. Die Expression von
PD-L2 wurde nur geringfu¨gig durch Stimulation mit Curdlan oder Zymosan
beeinflusst.
Das MHC-II Protein HLA-DR wurde sowohl auf iDC als auch auf Dex-
DC exprimiert und wurde nach Stimulation von Dectin-1 geringfu¨gig sta¨rker
exprimiert.
Zusammengefasst ließen sich unter Dexamethason generierte tolerogene
dendritische Zellen nicht mit Hilfe von beta-Glukanen aktivieren, obwohl diese
Dectin-1 auf ihrer Oberfla¨che exprimierten. Die Expression von Dectin-1 war
– wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben – heraufgesetzt auf diesen
Zellen.
Die Dectin-1-Expression nahm bei Stimulation mit beta-Glukanen bei beiden
Zelltypen ab. Abbildung 4.5 zeigt repra¨sentative Histogramme von iDC und
Dex-DC der Dectin-1-Expression vor und nach Stimulation mit Zymosan oder
Curdlan.
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Abbildung 4.2: Expression der Reifungsmarker CD80/CD83/CD86 auf iDC und Dex-
DC vor und nach 16 h Stimulation mit 100 µg/ml Zymosan oder Curd-
lan. Beide Zelltypen wurden wie beschrieben aus Monozyten differen-
ziert, geerntet, neu ausgesa¨t und dann mit Zymosan oder Curdlan sti-
muliert. Nach Stimulation mit beta-Glukanen wurden die Zellen gewa-
schen und fu¨r 30 min bei Raumtemperatur mit Antiko¨rpern gegen die
genannten Oberfla¨chen-Marker inkubiert und anschließend durchfluss-
zytometrisch analysiert. Das geschlossene Histogramm zeigt die Isotyp-
Kontrolle, die schwarze Linie die Expression der CD-Marker. Die Zah-
lenwerte geben die MFI nach Abzug der MFI der Isotyp-Kontrolle
an.
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Abbildung 4.3: Expression von CD80 (a) und CD86 (b) auf iDC und Dex-DC. iDC
und Dex-DC wurden wie beschrieben generiert, geerntet und neu in
24-Loch-Platten ausgesa¨t. Nach 16 h Stimulation mit 100 µg/ml Zy-
mosan oder Curdlan wurden die Zellen in FACS-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt,
gewaschen und fu¨r 30 min bei Raumtemperatur mit Antiko¨rpern ge-
gen CD80 und CD86 inkubiert. In den Diagrammen (a) und (b) ist die
mittlere Fluoreszenzintensita¨t (MFI) nach Abzug der MFI der Isotyp-
Kontrolle zu sehen. Es sind Mittelwerte der MFI von drei unabha¨ngigen
Experimenten unter Angabe der Standardabweichung gezeigt. Die Si-
gnifikanz wurde mit Hilfe des t-Test bestimmt.
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Abbildung 4.4: Expression einiger Oberfla¨chenmarker auf iDC und Dex-DC vor und
nach Stimulation mit 100 µg/ml Zymosan oder Curdlan fu¨r 16 h. Beide
Zelltypen wurden wie beschrieben aus Monozyten differenziert, geern-
tet, neu ausgesa¨t und dann mit Zymosan oder Curdlan stimuliert. Nach
Stimulation mit beta-Glukanen wurden die Zellen gewaschen und mit
Antiko¨rpern gegen die genannten Oberfla¨chen-Marker fu¨r 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch
analysiert. Das geschlossene Histogramm zeigt die Isotyp-Kontrolle,
die schwarze Linie die Expression der CD-Marker. Die Zahlenwerte
geben die MFI nach Abzug der MFI der Isotyp-Kontrolle an.
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Abbildung 4.5: Dectin-1-Expression auf der Oberfla¨che von iDC und Dex-DC vor und
nach Inkubation mit Zymosan oder Curdlan. Das geschlossene Histo-
gramm zeigt die Isotyp-Kontrolle, das offene Histogramm die Zellen
vor Stimulation, das gepunktete Hisotgramm Zymosan-stimulierte und
das gepunktet-gestrichelte Histogramm Curdlan stimulierten Zellen.
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4.1.3 Dex-DC exprimieren CD11c, DC-SIGN aber kein CD1a
Neben den Reifungsmarkern, CD11b und Dectin-1 wurden noch einige andere
Oberfla¨chenmoleku¨le auf iDC und Dex-DC untersucht.
In Abbildung 4.6 ist zu sehen, dass die Differenzierung unter Einfluss von
Dexamethason zu einer vollsta¨ndig Inhibition der CD1a-Expression fu¨hrte,
wa¨hrend CD1a auf iDC wie erwartet exprimiert wurde. CD1a ist ein anti-
genpra¨sentierendes Protein, das vorwiegend endo- und exogene Lipide und
Glykolipide bindet und T-Zellen pra¨sentiert (Vincent u. a., 2005; Salamero u. a.,
2001; Sloma u. a., 2008).
Die Marker CD11c und DC-SIGN sind in geringeren Mengen auf Dex-DC
im Vergleich zu iDC zu finden 4.6. CD11c ist ein Integrin, das wichtig fu¨r die
Adha¨sion und chemotaktischen Eigenschaften von Zellen ist. DC-SIGN ist ein
phagozytischer Rezeptor der hauptsa¨chlich Liganden mit mannosehaltigen
Strukturen erkennt und internalisiert, welche dann prozessiert und an T-Zellen
pra¨sentiert werden (Engering u. a., 2002).
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Abbildung 4.6: Expression der Oberfla¨chenmarker CD1a, CD11c und DC-SIGN auf
iDC und Dex-DC nach Abschluss der Differenzierung. Monozyten
wurden wie beschrieben isoliert und anschließend zu iDC (20 ng/ml
IL-4; 100 ng/ml GM-CSF) oder Dex-DC differenziert (20 ng/ml IL-
4; 100 ng/ml GM-CSF; 100 nM Dexamethason). Nach Ernte der Zel-
len wurden die Zellen mit Antiko¨rpern gegen die genannten Ober-
fla¨chenmarker fu¨r 30 min bei RT inkubiert und dann im Durchflusszy-
tometer analysiert. Das geschlossene Histogramm zeigt die mit Isotyp-
Kontrollantiko¨rper behandelten Zellen. Das offene Histgramm zeigt die
mit spezifischen Antiko¨rpern behandelten Zellen. Gezeigt ist jeweils
ein repra¨sentatives Experiment.
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4.1.4 Dex-DC exprimieren die Chemokin-Rezeptoren CXCR4, FPR2
und CCR7
Neben den bekannten Reifungsmarkern dendritischer Zellen wurde die Ex-
pression der Chemokin-Rezeptoren CXCR4, FPR2 und CCR7 untersucht. In
Abbildung 4.7 ist die Expression dieser Rezeptoren auf iDC und Dex-DC vor
und nach Stimulation mit 100 µg/ml Curdlan oder Zymosan zu sehen.
Vor Stimulation mit Curdlan waren iDC und Dex-DC FPR2-negativ. Nach
erfolgter Stimulation erho¨hten Dex-DC die Expression von FPR2 auf ihrer
Oberfla¨che. Dendritische Zellen zeigten geringfu¨gige FPR2-Expression nach
Stimulation mit Curdlan. Stimulation mit Zymosan induzierte auf iDC die
Expression von FPR2. FPR2 ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor der eine
breite Palette endogener und exogener Liganden erkennt, welche pro- oder
antiinflammatorische Signalwege stimulieren ko¨nnen (Chen u. a., 2014; Cooray
u. a., 2013).
Beide Zelltypen waren bereits vor Stimulation CXCR4-positiv. Nach Stimula-
tion mit Curdlan oder Zymosan erho¨hten dendritische Zellen die Expression
von CXCR4. Dex-DC erho¨hten ihre CXCR4-Expression nicht nach Stimulati-
on mit Curdlan oder Zymosan. CXCR4 ist ein chemotaktischer Rezeptor der
den Liganden SDF-1 bindet und es dendritischen Zellen erlaubt in peripheres
Gewebe zu migrieren (Ricart u. a., 2011).
CCR7 ist ein weiterer wichtiger chemotaktischer Rezeptor. Sein Ligand ist
MIP-3-beta. Der Rezeptor leitet aktivierte dendritische Zellen aus der Peripherie
zu den Lymphknoten wo sie Antigene an naive T-Zellen pra¨sentieren (Riol-
Blanco u. a., 2005). Die Expression von CCR7 wurde auf iDC und Dex-DC nach
Stimulation mit Zymosan hochreguliert. Curdlan bewirkte hingegen nur eine
geringe Hochregulation von CCR7 auf iDC und Dex-DC.
Zusammengefasst deutet die Expression der Chemokin-Rezeptoren CXCR4,
FPR2 und CCR7 auf ein nicht eingeschra¨nktes Migrationsverhalten von Dex-DC
hin.
90
4 Ergebnisse Teil II: Dectin-1-vermittelte Signalweiterleitung in tolerogenen
dendritischen Zellen
Abbildung 4.7: Expression der Chemokin-Rezeptoren CXCR4, FPR2 und CCR7 auf
iDC und Dex-DC. iDC und Dex-DC wurden nach 24 h Stimulation
mit 100 µg Curdlan oder Zymosan mit Antiko¨rpern gegen CXCR4,
FPR2 oder CCR7 inkubiert und anschließend im Durchflusszytometer
untersucht. Das geschlossene Histogramm stellt die Isotyp-Kontrolle
dar. Das offene Histogramm repra¨sentiert nicht-stimulierte Zellen. Das
gepunktete Histogramm stellt die mit Zymosan stimulierten Zellen dar.
Curdlan stimulierte Zellen werden durch das gepunktet-gestrichelte
Histogramm dargestellt.
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4.2 Dex-DC sezernieren Interleukin-10 wa¨hrend ihrer
Generierung
Wa¨hrend der hier durchgefu¨hrten Untersuchungen wurde festgestellt, dass
Dex-DC einem durch IL-10 induziertem tolerogenen Zelltyp a¨hnelt. Daher
wurde die IL-10 Sekretion wa¨hrend der Differenzierung von Monozyten mit
IL-4/GM-CSF bzw. IL-4/GM-CSF/Dexamethason untersucht.
In Abbildung 4.8 ist zu sehen, dass Dexamethason die Sekretion von IL-10
stimulierte. Bereits an Tag 1 nach Beginn der Kultivierung wurden signifikante
Mengen von IL-10 im Zellkulturu¨berstand von Monozyten nachgewiesen, die
mit IL-4/GM-CSF/Dexamethason behandelt wurden. Bis Tag 5 der Differen-
zierung stiegen die IL-10 Werte auf etwa 70 pg/ml an und verblieben an Tag
sechs auf etwa diesem Niveau. An Tag sechs war auch in den U¨bersta¨nden der
IL-4/GM-CSF behandelten Zellen eine geringe Menge IL-10 (etwa 10 pg/ml)
nachweisbar. IL-10 scheint einer der Dexamethason-ausgelo¨sten Faktoren zu
sein, die einen tolerogenen Zelltyp hervorbringen.
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Abbildung 4.8: IL-10 Sekretion wa¨hrend der Reifung von iDC und Dex-DC mit IL-
4/GM-CSF bzw. IL-4/GM-CSF/Dexamethason. Monozyten wurden
aus peripherem Blut mittels Plastikadha¨renz isoliert und u¨ber 7 Tage
zu iDC bzw Dex-DC differenziert. An den Tagen 1, 2 ,5 und 6 nach der
ersten Zugabe von IL-4/GM-CSF bzw. IL-4/GM-CSF/Dexamethason
wurde eine Probe des Zellkulturu¨berstand entnommen und wurde
mittels ELISA auf IL-10 Sekretion untersucht. Die Fehlerbalken re-
pra¨sentieren die Standardabweichung.
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4.3 Phagozytotische-Eigenschaften von iDC und
Dex-DC
4.3.1 Dex-DC nehmen mehr FITC-Zymosan auf als dendritische
Zellen
Da Dex-DC signifikant mehr Dectin-1 auf ihrer Oberfla¨che exprimierten, wurde
in den folgenden Experimenten die Aufnahme des Dectin-1-Agonisten Zymo-
san und von apoptotischen Zellen durch Dex-DC untersucht. Zum Einsatz
kamen dabei Immunzytochemische- sowie durchflusszytometrische Methoden.
Die Aufnahme des Dectin-1 Agonisten Zymosan wurde zuna¨chst mit FITC-
markierten Zymosan untersucht. Dazu wurden iDC und Dex-DC zuna¨chst in
24-Loch-Platten ausgesa¨t. Je Kavita¨t wurden 1x106 Zellen ausgesa¨t und dann
fu¨r 30 min mit 15 µg FITC-Zymosan stimuliert. Inhibitoren wurden ggf. 30 min
vor Zymosan-Stimulation zu den Zellen gegeben.
In Abbildung 4.9 ist die mittlere Fluoreszenzintensita¨t des FITC-Kanals eines
repra¨sentativen Experiments fu¨r unterschiedlich behandelte Zellen zu sehen. Es
wurden fu¨r jeden Zelltyp jeweils unbehandelte, mit FITC-Zymosan behandelte
und mit 2 µM Cytochalasin D vorinkubierte und dann mit FITC-Zymosan be-
handelte Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Cytochalasin D verhindert
die Polymerisation von Actin zu F-Actin und verhindert dadurch die Aufnahme
von FITC-Zymosan in das Zellinnere.
Die mittlere Fluoreszenzintensita¨t des FITC-Kanals kann als Maß fu¨r die
Aufnahme von FITC-Zymosan genommen werden. Dex-DC scheinen somit
mehr FITC-Zymosan aufzunehmen als iDC. Die mittlere Fluoreszenzintensita¨t
der Dex-DC war nach 30-minu¨tiger Stimulation mit FITC-Zymosan etwa 70 %
ho¨her als die der iDC. Durch Zugabe des F-Actin-Inhibitors Cytochalasin D
nahm die Aufnahme von FITC-Zymosan fu¨r beide Zellpopulationen stark ab.
Die ho¨here Dectin-1-Expression auf tolerogenen dendritischen Zellen korreliert
also mit der erho¨hten Aufnahme von FITC-Zymosan.
Zusa¨tzlich zu den durchflusszytometrischen Messungen wurden immunzyot-
chemische Fa¨rbungen mit fluoreszenzmarkierten Antiko¨rpern durchgefu¨hrt.
In Abbildungen 4.10 und 4.11 ist jeweils ein repra¨sentatives immunzytochemi-
sches Experiment zu sehen.
Beide Zelltypen wurden fu¨r 30 min mit hitzeinaktivierten C. albicans bei
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37 ◦C inkubiert, fixiert, mit Anitko¨rpern gegen Dectin-1 inkubiert und dann
mit einem DyLight 594-markierten anti-Ziege-IgG Antiko¨rper inkubiert (rot).
Zur Anfa¨rbung der genomischen DNA wurde DAPI (blau) verwendet. Die
hitzeinaktivierten C. albicans waren autofluoreszent und im FITC-Kanal (gru¨n)
sichtbar.
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Abbildung 4.9: Aufnahme von FITC-Zymosan durch iDC und Dex-DC. Beide Zellty-
pen wurden 30 min mit 15 µg FITC-Zymosan bei 37 ◦C stimuliert. Als
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen und mit 2 µM Cytochalasin D
vorbehandelte Zellen.
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Abbildung 4.10: Mit anti-Dectin-1 Antiko¨rper und DyLight594-konjugiertem Zweitan-
tiko¨rper gefa¨rbte iDC nach HKCA-Zugabe. iDC wurden mit 1X106
HKCA fu¨r 30 min bei 37 ◦C inkubiert , anschließend fixiert und per-
meabilisiert. Danach wurden die Zellen zuerst mit anti-Dectin-1 An-
tiko¨rper (1:50) und dann mit anti-Ziege-IgG DyLight 594 inkubiert.
Nach mounten der Deckgla¨schen wurden die Zellen am Zeiss Observer
Z1 untersucht. Der weiße Pfeil kennzeichnet phagosomale Membra-
nen mit deutlicher Anreicherung von Dectin-1.
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Abbildung 4.11: Mit anti-Dectin-1 Antiko¨rper und DyLight594-konjugiertem Zweitan-
tiko¨rper gefa¨rbte Dex-DC nach HKCA-Zugabe. Dex-DC wurden mit
1X106 HKCA fu¨r 30 min bei 37 ◦C inkubiert und anschließend fixiert
und permeabilisiert. Danach wurden die Zellen zuerst mit a-Dectin-1
Antiko¨rper (1:50) und dann mit anti-Ziege-IgG DyLight 594 inku-
biert. Nach mounten der Deckgla¨schen wurden die Zellen am Zeiss
Observer Z1 untersucht. Der weiße Pfeil kennzeichnet phagosomale
Membranen mit deutlicher Anreicherung von Dectin-1.
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4.3.2 Dex-DC nehmen mehr apoptotische Hek293 Zellen auf als
iDC
Tolerogene dendritische Zellen gelten wegen ihrer speziellen Eigenschaften
als mo¨gliche zellbasierende Therapeutika gegen Autoimmunkrankheiten. Wer-
den bekannte krankheitsspezifische Autoantigene in tolerogene dendritische
Zellen eingebracht, ko¨nnen diese die aufgenommenen Antigene an T-Zellen
pra¨sentieren und – z.B. durch Anergie – Toleranz vermitteln (Suwandi u. a.,
2015). Gescha¨digte Zellen sind Ursprung endogener potentieller Autoantigene.
Daher wurde untersucht ob Dex-DC versta¨rkt apoptotische Zellen aufnehmen
ko¨nnen.
Wie in Abbildung 4.12 zu sehen ist, nahmen Dex-DC im Vergleich zu den-
dritischen Zellen mehr CMPTX-markierte apoptotitsche Hek293-Zellen auf.
Zur Kontrolle wurde das Experiment bei 4 ◦C unter sonst gleichen Bedingun-
gen durchgefu¨hrt. Bei 4 ◦C konnte nur eine geringe Zunahme der CMPTX-
Fluoreszenz in beiden Zelltypen beobachtet werden. Demzufolge kam es bei
4 ◦C zu keiner Aufnahme von gescha¨digten bzw. apoptotischen Zellen durch
iDC und Dex-DC.
Zusammengefasst haben Dex-DC eine ho¨here phagozytotische Aktivita¨t bei
Inkubation mit Zymosan und apoptotischen Hek293 Zellen im Vergleich zu
unreifen dendritischen Zellen.
98
4 Ergebnisse Teil II: Dectin-1-vermittelte Signalweiterleitung in tolerogenen
dendritischen Zellen
Abbildung 4.12: Aufnahme CMPTX-gefa¨rbter apoptotischer Hek293-Zellen durch iDC
und Dex-DC Zellen. Hek293-Zellen wurden mit CMPTX gefa¨rbt, mit
100 mJ/cm2 UV-C Strahlung behandelt und u¨ber Nacht bei 37 ◦C oder
4 ◦C inkbubiert. Am na¨chsten Tag wurden die nun apoptotischen
Zellen im Verha¨ltnis 1:1 zu dendritischen oder tolerogenen dendriti-
schen Zellen gegeben. Nach weiteren 24 h bei 37 ◦C oder 4 ◦C wurden
die Zellen geerntet und mit anti-CD45-FITC Antiko¨rper inkubiert.
Die Analyse erfolgte im Durchflusszyotmeter. Die Punkt-Diagramme
zeigen ein repra¨sentatives Experiment.
99
4 Ergebnisse Teil II: Dectin-1-vermittelte Signalweiterleitung in tolerogenen
dendritischen Zellen
4.4 Dex-DC verfu¨gen u¨ber stark eingeschra¨nkte
T-Zell-stimulatorische Eigenschaften
Durch die verringerte Expression kostimulatorischer Moleku¨le und der erho¨hten
Expression von PD-L-1 als Vertreter der koinhibierenden Moleku¨le war es un-
wahrscheinlich, dass Dex-DC allogene T-Zellen aktivieren ko¨nnen. Die Un-
tersuchung der T-Zell-stimulatorischen Eigenschaften mittels gemischter Leu-
kozyten Reaktion besta¨tigte diese Annahme. Beide Zelltypen wurden wie im
Methodenteil beschrieben zusammen mit T-Zellen in Gegenwart von [3H]-
Thymidin inkubiert.
In Abbildung 4.13 sind zwei Versuche zur allogenen T-Zell-Proliferation
durch iDC und Dex-DC gezeigt. Abbildung 4.13a zeigt eine gemischte Leukto-
zyten Reaktion im Verha¨ltnis 10:1 (CD4+ T-Zellen:iDC/Dex-DC). In Abbildung
4.13b ist das Verha¨ltnis 5:1.
Wie zu erwarten war, induzierten Dex-DC keine Proliferation allogener T-
Zellen bei Stimulation mit LPS oder Curdlan. iDC induzierten bei Stimulation
mit LPS oder Curdlan die Proliferation allogener CD4+ T-Zellen. Toleroge-
ne dendritische Zellen oder auch myeloide Supressorzellen inhibierten die
Proliferation von T-Zellen z.B. durch induzierte T-Zell-Anergie. Im wesentli-
chen geschieht dies durch inhibitorische Moleku¨le auf ihrer Oberfla¨che (z.B.
PD-L1) oder durch das fehlen kostimulatorischer Moleku¨le wie CD80/CD86
bei Interaktion von T-Zell-Rezeptor und Peptid-beladendem MHC-Protein.
Die tolerogene dendritische Zelle bindet zwar z.B. mittels MHC-II an den T-
Zell-Rezeptor (Signal 1), aber ohne die weitere Stimulation der T-Zelle durch
CD80/CD86 (Signal 2) kommt es zu keiner Aktivierung dieser T-Zelle. Dieses
Verhalten tolerogener dendritischer Zellen macht sie interessant fu¨r zellbasierte
Therapien gegen Autoimmunerkrankungen (Ten Brinke u. a., 2015).
Im U¨berstand der Ko-Kulturen wurde außerdem die Konzentration des Zy-
tokins IFN-γ ermittelt (Abb. 4.14). Wie zu sehen ist, wurde in Gegenwart von
Dex-DC nach Stimulation mit Curdlan nur etwa 10 pg/ml IFN-γ im U¨berstand
nachgewiesen. Im U¨berstand von Ko-Kulturen mir iDC wurde eine Konzentra-
tion von etwa 50 pg/ml gemessen.
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Abbildung 4.13: Proliferation von allogenen CD4+ T-Zellen nach 5 Tagen Kokultur mit
iDC oder Dex-DC. (a) zeigt die Kokultivierung von 1x104 iDC oder
Dex-DC mit 1x105 CD4+ T-Zellen. In (b) wurden 5x104 iDC und Dex-
DC zusammen mit 1x105 CD4+ T-Zellen inkubiert. Als Maß fu¨r die
Proliferation wurde der Zerfall von verstoffwechselten [3H]-Thymidin
mittels beta-Szintillationsza¨hler detektiert. Alle Proben wurden 4-fach
angesetzt und die Fehlerbalken repra¨sentieren die Standardabwei-
chung. cpm: counts per minute
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Abbildung 4.14: Sekretion von IFN-γ durch allogene CD4+ T-Zellen. iDC oder Dex-
DC wurden wie beim MLR-Assay zusammen mit allogenen T-Zellen
inkubiert und zuvor mit Curdlan stimuliert. Im U¨berstand dieser
Ko-Kulturen wurde dann mittels E.L.I.S.A die IFN-γ Konzentration
ermittelt. Die Abbildung zeigt ein repra¨sentatives Experiment. Die
Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar.
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4.5 Dectin-1-vermittelte Signaltransduktion in
dendritischen und tolerogenen dendritischen Zellen
Um die Dectin-1-vermittelte Signaltransduktion in Dex-DC zu charakterisieren
wurden zuna¨chst die freigesetzten Chemokine, Zytokine und die anschließend
in der Zelle aktivierten Signalwege nach Stimulation von Dectin-1 untersucht.
Im Folgendem wird zuna¨chst auf die Aktivierung der Kinase Syk eingegangen.
Außerdem wurde das Zytokinprofil von iDC und Dex-DC nach Stimulation
mit Dectin-1 Agonisten analysiert. Anschließend wird auf die von Dectin-1-
vermittelten Signalwege in beiden Zelltypen eingegangen.
Auf die Dectin-1 vermittelte IL-1beta Sekretion wird in einem gesonder-
ten Unterkapitel eingegangen, da diese getrennt von den anderen Zytokinen
untersucht wurde.
4.5.1 Die Kinase Syk ist nach Stimulation mit beta-Glukanen in
Dex-DC hyperaktiviert
Dex-DC exprimierten mehr Dectin-1 auf ihrer Oberfla¨che (Abbildung 4.1) als
konventionell generierte dendritische Zellen (iDC), nahmen beta-Glukane auf
(Abbildung 3.19 und 4.10), reiften jedoch nach Stimulation mit diesen aber
nicht (Abbildung 4.2) und induzierten keine Proliferation allogener T-Zellen
(Abbildung 4.13). Werden beta-Glukane durch Dectin-1 erkannt, wird durch
die Kinasen Src und Syk eine Signaltransduktionskaskade ausgelo¨st.
Zuna¨chst wurde die Aktivierung der Kinase Syk nach Stimulation von Dectin-
1 untersucht. Syk ist eine nicht-Rezeptor Tyrosinkinase, welche die Signaltran-
duktion downstream von vielen Rezeptoren initiiert. Dabei spielt die Kinase eine
wichtige Rolle in Prozessen des angeborenen und adaptiven Immunsystem.
Speziell seien hier die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies, die Aktivierung
des Inflammasoms und die NF-kappa-B vermittelte Cytokin- und Chemokinse-
kretion genannt (Gringhuis u. a., 2012).
Als Marker fu¨r die Aktivita¨t von Syk wurde die Phosphorylierung der beiden
Tyrosine 525 und 526 im Aktivierungs-loop untersucht, welche essentiell fu¨r die
Funktion von Syk sind (Zhang u. a., 2000). Die Phosphorylierung wurde mittels
Immunblot wie im Methodenteil beschrieben analysiert.
In Abbildung 4.15 ist das Ergebnis eines repra¨sentativen Immunblots zu se-
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hen, bei dem iDC und Dex-DC mit verschiedenen Dectin-Agonisten stimuliert
wurden. Beide Zelltypen wurden fu¨r 30 min mit 100 µg/ml Zymosan (Zymo),
100 µg/ml Curdlan (Curd) oder 1x107 hitzeinaktivierten C. albicans (HKCA)
stimuliert. Wie zu sehen ist, war die Phosphorylierung von Syk in Lysaten von
Dex-DC deutlich ausgepra¨gter als in Lysaten von iDC. Dabei fiel die Phospho-
rylierung von Syk im Falle von Curdlan schwa¨cher aus. Dies lag vermutlich an
dem kleineren Zell:Partikel Verha¨ltnis. Curdlan-Partikel sind wesentlich gro¨ßer
als Zymosan-Partikel oder hitzeinaktivierte C. albicans (Kankkunen u. a., 2010).
Abbildung 4.15: Phosphorylierung von Syk an den Tyrosinen 525 und 526 nach 30-
minu¨tiger Stimulation mit verschiedenen Dectin-Agonisten. 2x106
dendritische oder Dex-DC wurden in 6-Loch-Platten ausgesa¨t und
30 min lang mit 100 µg/ml Zymosan, 100 µg/ml Curdlan oder 1x107
HKCA stimuliert. Nach Zellernte, Lyse der Zellen und BCA-Test wur-
den 25 µg Proteinlysat je Gelspur aufgetrennt und auf Nitrocellulose
transferiert. Die Membranen wurden nach Blockierung der freien Bin-
dungsstellen mit TBS-T + 5 % BSA mit anti-pSyk525/526 (1:1000 in
TBS-T + 2 % BSA) u¨ber Nacht inkubiert. Nach Inkubation mit eine
anti-Kaninchen-IgG Antiko¨rper wurden die Signale der ECL-Reaktion
digital detektiert.
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4.5.2 Syk-Hyperaktivierung sorgt fu¨r erho¨hte Freisetzung von
Superoxid-Anionen durch Dex-DC nach Stimulation mit
Zymosan oder Curdlan
Durch die Aktivierung von Syk u¨ber Dectin-1 kann die Generierung von
Superoxid-Anionen induziert werden (Thiagarajan u. a., 2013), welche eine
Rolle in der Aktivierung des Inflammasoms spielen (Menu und Vince, 2011).
Das Inflammasom ist fu¨r die Aktivierung von Caspasen verantwortlich, die
pro-IL-1beta spalten und damit die Sekretion von aktivem IL-1beta induzieren
(Shao u. a., 2015).
Abbildung 4.16 zeigt die Bildung von Superoxid-Anionen von iDC und Dex-
DC 45 min nach Stimulation mit 100 µg/ml Zymosan (a) oder Curdlan (b).
Die Detektion der Superoxid-Anion-Bildung wurde durchflusszytometrisch
durchgefu¨hrt. Wa¨hrend iDC nach Stimulation mit Zymosan oder Curdlan eine
geringfu¨gige Generierung von Superoxid-Anionen zeigten, war die Generie-
rung in Dex-DC deutlich erho¨ht. Wenn mit Curdlan stimuliert wurde, waren
ho¨here Konzentrationen von Curdlan notwendig um Superoxid-Anionen zu
induzieren (Abb. 4.16d).
In Abbildung 4.16c ist zu sehen, dass LPS keine Superoxid-Anionen-Bildung
stimulierte. Curdlan, in einer Konzentration von 100 µg/ml, stimulierte nur
geringfu¨gig die Bildung von Superoxid-Anionen durch Dex-DC. Im Falle von
iDC ist bei dieser Konzentration keine Bildung von Superoxid-Anionen zu
beobachten gewesen. Um die Abha¨ngigkeit der Superoxid-Anion-Generierung
von Syk und Dectin-1 zu ermitteln, wurden iDC und Dex-DC zusammen
mit verschiedenen Inhibitoren oder einem anti-Dectin-1 Antiko¨rper 30 min
inkubiert, bevor diese fu¨r 45 min mit 100 µg/ml Zymosan oder 400 µg/ml
Curdlan stimuliert wurden.
In Abbildung 4.17a,b ist der Effekt der Inhibitoren PP2, R406 und eines
Dectin-1 Antiko¨rpers auf die Superoxid-Anion-Generierung gezeigt. Der Syk-
Inhibitor R406 sorgte fu¨r eine deutlich erniedrigte Superoxid-Anion Generie-
rung durch iDC und Dex-DC. Der Src-Inhibitor PP2 regulierte die Superoxid-
Anion-Generierung ebenfalls deutlich herunter. Der Dectin-1-Antiko¨rper blo-
ckierte effektiv die beta-Glukan Bindungsstelle von Dectin-1 und inhibiert die
Generierung von Superoxid-Anionen durch iDC und Dex-DC nach Stimulation
mir Curdlan oder Zymosan.
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Zusammengefasst scheint die Dectin-1 vermittelte Hyperaktivierung von
Syk in Dex-DC verantwortlich fu¨r die erho¨hte Bildung von Superoxid-Anion
verantwortlich zu sein. Die Spezifita¨t wurde durch Inhibitoren und Antiko¨rper
gegen Dectin-1 nachgewiesen. Stimulation mit Curdlan induzierte nur eine
geringe Bildung von Superoxid-Anionen durch Dex-DC, wenn es in den glei-
chen Mengen wie Zymosan verwendet wurde. Ho¨here Konzentrationen von
Curdlan zeigten genau wie im Falle von Zymosan eine erho¨hte Bildung von
Superoxid-Anionen in Dex-DC gegenu¨ber iDC. Grund hierfu¨r war vermutlich
das bereits erwa¨hnte reduzierte Zell zu Partikel Verha¨ltnis bei Einsatz einer
Konzentration von 100 µg/ml.
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Abbildung 4.16: Superoxid-Anion Generierung in iDC und Dex-DC. (a) iDC und Dex-
DC wurden fu¨r 45 min mit 100 µg/ml Zymosan und Superoxid-
Detektionsreagenz inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert.
(b) iDC und Dex-DC wurden zusammen mit 400 µg/ml Curdlan wie
in (a) inkubiert. (c) iDC und Dex-DC wurden zusammen mit 100
µg/ml Curdlan, Zymosan oder 100 ng/ml LPS wie in (a) inkubiert.
(d) iDC und Dex-DC wurden zusammen mit 0 bis 400 µg/ml Curdlan
wie in (a) inkubiert.
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(a)
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Abbildung 4.17: Inhibition der Superoxid-Anion-Produktion durch R406, PP2 und
einen anti-Dectin-1-Antiko¨rper. iDC und Dex-DC wurden 30 min mit
den Inhibitoren PP2 (5 µM), R406 (2.5 µM) oder 5 µg/ml Dectin-
1-Antiko¨rper vorinkubiert und anschließend mit 100 µg/ml oder
400 µg/ml fu¨r 45 min stimuliert. Gleichzeitig mit der Zymosan-
bzw Curdlan-Zugabe erolgte die Zugabe des Superoxid-Detektion-
Farbstoffs. Die prozentual fu¨r Superoxid-Anionen positiven Zellen
wurden unter Beru¨cksichtigung der unbehandelten Probe ermittelt.
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4.5.3 Dex-DC haben ein antiinflammatorisches Zytokinprofll nach
Stimulation von Dectin-1 mit Curdlan
Die Zytokinsekretion von Dex-DC und iDC wurden nach Stimulation fu¨r 18 h
mit 100 µg/ml Curdlan untersucht. Um den Einfluss von Syk auf die Zytokin-
sekretion zu untersuchen wurden zusa¨tzlich R406 behandelte iDC und Dex-DC
untersucht. Als Kontrolle dienten unbehandelte iDC und Dex-DC.
In Abbildung 4.18 sind repra¨sentative Sa¨ulendiagramme des Nachweises
von IL-10, IL-6, TNF-alpha, IL-12p70, IL-23 und RANTES zu sehen. Antiin-
flammatorisch wirksames IL-10 wurde durch Dex-DC weit sta¨rker als durch
iDC sezerniert. IL-6 wurde in etwa gleich von beiden Zelltypen freigesetzt. Das
proinflammatorische Zytokin TNF-alpha wurde durch Dex-DC im Vergleich
zu iDC reduziert sezerniert. IL-12p70 wurde durch Dex-DC nicht und durch
iDC nur in sehr geringen Mengen sezerniert. IL-23, ein Zytokin, dass fu¨r die
Polarisation von Th17-Zellen wichtig ist, wurde ebenfalls nur durch iDC ge-
bildet und freigesetzt. Das Chemokin RANTES wurde interessanterweise in
ho¨heren Mengen durch Dex-DC sezerniert. In allen Fa¨llen schien die Sekretion
der untersuchten Zytokine abha¨ngig von Syk vermittelter Signalweiterleitung
zu sein, da die Sekretion durch R406 in allen Fa¨llen deutlich herunterreguliert
wurde.
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Abbildung 4.18: Zytokinausschu¨ttung von iDC und Dex-DC nach Stimulation von
Dectin-1. (a) - (f) iDC und Dex-DC wurden fu¨r 18 h mit 100 µg/ml
Curdlan inkubiert und die U¨bersta¨nde mittels ELISA auf die angege-
benen Zytokine untersucht.
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IFN-beta
IFN-beta Expression und Sekretion nach Infektion mit C. albicans wird u¨ber
Dectin-1/IRF5 vermittelt (del Fresno u. a., 2013). Wie in Abbildung 4.19 zu sehen
ist, war die Sekretion von IFN-beta durch Dex-DC stark eingeschra¨nkt. Dex-DC
sezernierten deutlich weniger IFN-beta nach Stimulation mit 100 ng/ml LPS.
Stimulation mit Curdlan induzierte hingegen keine messbare Sekretion von
IFN-beta durch iDC und Dex-DC.
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Abbildung 4.19: IFN-beta Sekretion durch iDC und Dex-DC nach Stimulation fu¨r 24
h mit Curdlan oder LPS. Der Nachweis erfolgte mittles ELISA aus
Zellkulturu¨bersta¨nden. Alle Proben wurden als Triplikate gemessen
und die Fehlerbalken repra¨sentieren die Standardabweichung.
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4.5.4 Die Interleukin-1 beta Sekretion von Dex-DC ist nach
Stimulation mit beta-Glukanen erho¨ht und ist Caspase- und
Syk-abha¨ngig.
Die Dectin-1-vermittelte Sekretion von IL-1beta durch iDC und Dex-DC wurde
detailliert untersucht. In Abbildung 4.20a ist die Sekretion von IL-1beta nach
Stimulation mit Curdlan zu sehen. Die Stimulation von Dectin-1 fu¨hrte zu einer
deutlich erho¨hten Ausschu¨ttung von IL-1beta durch Dex-DC im Vergleich zu
iDC. Dex-DC sezernierten ein Vielfaches an IL1-beta im Vergleich zu iDC wenn
sie mit Curdlan stimuliert wurden.
Der Pan-Caspase-Inhibitor zVAD-FMK inhibierte die Sekretion von IL-1beta
nach Curdlan-Stimulation von Dex-DC deutlich (Abbildung 4.20b). In dendriti-
schen Zellen war die IL-1beta nach zVAD-FMK-Zugabe nicht mehr detektierbar.
Nach Stimulation mit 100 ng/ml LPS (Abbildung 4.20c) war die IL-1beta
Sekretion von Dex-DC und iDC vergleichbar.
Zur weiteren Analyse wurde die Abha¨ngigkeit der IL-1beta Sekretion von
der Kinase Syk untersucht. In Abbildung 4.20a ist zu sehen, dass Vorinkubation
von iDC und Dex-DC mit den Syk-Inhibitor R406 (2.5 µM) oder dem Src-
Inhibitor PP2 (5 µM) zu einer erheblichen Reduktion der IL-1beta Sekretion
fu¨hrte. Vorbehandlung mit N-Acetylcystein (NAC; 20 mM) fu¨hrte zu keiner
Verringerung der IL1-beta Sekretion nach Stimulation von Dex-DC mit Curdlan.
iDC sezernierten nach Vorbehandlung mit NAC weniger IL-1beta.
Die Kinase Src phosphoryliert Tyrosine der intrazellula¨ren Doma¨ne von
Dectin-1 und bildet so Bindungsstellen fu¨r Syk. Syk kann mit seinen SH2-
Doma¨nen an die phosphorylierten Tyrosine binden. Eine Inhibition von Src
fu¨hrte so zu einer Unterbrechung der Signalweiterleitung durch Syk (Majeed
u. a., 2001). Interessanterweise wurde die Sekretion von IL-1beta durch iDC
nicht durch PP2 beeinflusst, wohingegen R406 die IL-1beta-Sekretion deutlich
verringerte.
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Abbildung 4.20: IL-1beta Sekretion durch iDC und Dex-DC nach Stimulation mit Curd-
lan oder LPS. (a) iDC oder Dex-DC wurden fu¨r 30 min mit 10 µM
zVad vorbehandelt oder unbehandelt fu¨r 18 h mit 100 µg/ml Curdlan
inkubiert und der Zellkulturu¨berstand auf IL-1beta Sekretion unter-
sucht. (b) IL-1beta Sekretion nach Inhibierung von Syk (R406), Src
(PP2) und ROS (NAC). R406 wurde 2.5 µM, PP2 5 µM oder 20 mM
NAC fu¨r 30 min vorinkubiert und dann wie in (a) stimuliert und die
U¨bersta¨nde analysiert. (c) iDC und Dex-DC wurden fu¨r 18 h mit 100
ng/ml LPS stimuliert und dann wie in (a) untersucht.
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4.5.5 Hyperaktivierung von Syk und Superoxid-Anionen fu¨hren in
tolerogenen dendritischen Zellen zu erho¨hter Aktivierung der
MAP-Kinasen p38 und Erk sowie STAT-3
Neben der Generierung von Superoxid-Anionen wurden die Syk nachgeschal-
teten Signalmoleku¨le mittels Immunblot analysiert.
Zuna¨chst wurde die Aktivita¨t der MAP-Kinasen p38 und Erk und STAT-3
nach Stimulation mit Zymosan oder Curdlan untersucht. In Abbildung 4.21 ist
zu sehen, dass neben der Hyperaktivierung der Kinase Syk die beiden MAP-
Kinasen p38 und Erk in Lysaten von Dex-DC nach 30 min Stimulation mit
Zymosan oder Curdlan sta¨rker phosphoryliert waren als in Lysaten von iDC.
Das gleiche galt fu¨r die Phosphorylierung von STAT-3. Hier war ein a¨hnlicher
Effekt wie bei der Generierung von Superoxid-Anionen durch Dex-DC zu beob-
achten. Vermutlich durch das schon erwa¨hnte geringere Zell:Partikel-Verha¨ltnis
fiel die Phosphorylierung von Syk, p38, Erk und STAT-3 bei Stimulation mit
Curdlan im Vergleich zur Stimulation mit Zymosan geringer aus. Ein weiterer
Grund ko¨nnte die geringere Generierung von Superoxid-Anionen durch Curd-
lan gewesen sein. Oxidativer Stress kann zu einer erho¨hten Phosporylierung
von MAP-Kinasen und STAT-3 fu¨hren (Son u. a., 2011; Wu u. a., 2006; Keshari
u. a., 2013; Hu u. a., 2011; Liu u. a., 2009; Chen u. a., 2015), was vor der Hinter-
grund der erho¨hten Superoxid-Anion Bildung durch Dex-DC von Interesesse
ist.
In weiteren Untersuchungen wurde die Translokation einiger Transkriptions-
faktoren in den Zellkern nach Stimulation mit beta-Glukanen untersucht. In
Abbildung 4.22 sind Immunblots von nuklea¨ren Lysaten zu sehen, in denen die
aufgefu¨hrten Proteine mittels geeigneter Antiko¨rper nachgewiesen wurden.
RelA als Vertreter der NF-κB Familie wurde in Dex-DC nach Stimulation fu¨r
4 h mit beta-Glukanen nur geringfu¨gig in den Zellkern transportiert. Fu¨r c-Rel
und RelB, zwei weitere Vertreter der NF-κB Familie wurde keine Translokation
in die Zellkerne von Dex-DC beobachtet. iDC zeigten nach Dectin-1 Stimula-
tion eine starke Tranlokation von c-Rel und RelB in ihre Zellkerne. p50, als
weiterer Vertreter der NF-κB Familie, wurde in Dex-DC nach Stimulation von
Dectin-1 in deren Zellkerne transportiert. Auch in Zellkernen von iDC konnte
p50 nachgewiesen werden. Andere durch Dectin-1 aktivierte Transkriptionsfak-
toren wie NFAT, AP.1 und c-Jun wurden nach Stimulation nicht in Zellkernen
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von Dex-DC nachgewiesen. Der Transkriptionsfaktor PU.1, der wichtig fu¨r die
korrekte Differenzierung dendritischer Zellen ist (Carotta u. a., 2010), war in
Kernlysaten von iDC nachweisbar aber nicht in denen von Dex-DC.
Die Translokation von phosphorylierten STAT-Proteinen bewirkt ebenfalls
die Transkription von Genen mit entsprechenden Promotorregionen. In Dex-
DC wurde STAT-1 nicht in den Zellkern transloziert. In iDC konnte jedoch
phosphoryliertes STAT-1 im Zellkern nachgewiesen werden.
Der Transkriptionsfaktor IRF5 war in beiden Zelltypen auch ohne Stimulation
von Dectin-1 im Zellkern nachzuweisen. In nuklea¨ren Lysaten von Dex-DC war
eine etwas verringerte Menge feststellbar.
Zusammengefasst war die Translokation bekannter, durch Dectin-1 aktivier-
ter Transkriptionsfaktoren, in Zellkerne von Dex-DC stark eingeschra¨nkt. Dabei
wird angenommen, dass die Trankription von IL-1beta abha¨ngig von RelA ist
(Hiscott u. a., 1993). Die Transkriptionsfaktoren STAT-1, AP.1, NFATC1 und
c-Jun, deren nuklea¨re Translokation in Zellkerne von iDC durch Stimulation
mit beta-Glukanen induziert wurde, waren nicht in den Zellkernen von Dex-
DC nachweisbar. Fu¨r lebende Bakterien und LPS wurde eine essentielle Rolle
von STAT-3 fu¨r die Produktion von IL-1beta in Makrophagen nachgewiesen
(Samavati u. a., 2009).
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Abbildung 4.21: Dectin-1-vermittelte Signaltransduktion in iDC und Dex-DC nach
Stimulation mit beta-Glukanen. In Lysaten von iDC und Dex-DC wur-
den die in der Abbildung aufgefu¨hrten Proteine mittels Immunblot
nachgewiesen. Vor Lyse der Zellen wurden die Zellen fu¨r 30 min
mit den Dectin-1-Agonisten Curdlan (100 µg/ml) oder Zymosan (100
µg/ml) stimuliert. Pro Gelspur wurden 20 µg Protein aufgetragen.
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Abbildung 4.22: Dectin-1-vermittelte Signaltransduktion in iDC und Dex-DC nach
Stimulation mit beta-Glukanen. In nuklea¨ren Lysaten von iDC und
Dex-DC wurden die in der Abbildung aufgefu¨hrten Proteine mittels
Immunblot nachgewiesen. Vor Lyse der Zellen wurden die Zellen fu¨r
4 h mit den Dectin-1-Agonisten Curdlan (100 µg/ml) oder Zymosan
(100 µg/ml) stimuliert. Pro Gelspur wurden 20 µl nuklea¨res Lysat von
je 2x106 Zellen aufgetragen.
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4.6 Die Inhibiton des Jak/STAT-Signalwegs erho¨ht die
Expression von CD86 auf Dex-DC nach Stimulation
mit LPS oder Curdlan
In einem weiteren Experiment wurde untersucht inwieweit die Phosphorylie-
rung von STAT-3 fu¨r die fehlende Hochregulation kostimulatorischer Moleku¨le
verantwortlich ist. In einigen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen
STAT-3-Phosphorylierung und Expression von CD80, MHC-Moleku¨len und
CD86 gezeigt (z.B.: Levitzki (2012)).
In Abbildung 4.23 ist die Expression von CD86 auf tolerogenen dendriti-
schen Zellen gezeigt. Wie zu sehen ist, bewirkte eine Inhibition des Jak/STAT-
Signalwegs durch Ruxolitinib (1 µM; 30 min vor Stimulation) nach 24 h eine
deutlich ho¨here Expression von CD86 an der Oberfla¨che nach vorheriger Sti-
mulation mit LPS oder Curdlan. Fu¨r MHC-Moleku¨le und CD80 konnte keine
Vera¨nderung der Oberfla¨chenexpression nach Stimulation mit LPS oder Curd-
lan festgestellt werden.
Abbildung 4.23: Einfluss von Ruxolitinib auf die CD86-Expression auf Dex-DC. Dex-
DC wurden 30 min vor Stimulation mit 100 µg/ml Curdlan oder 100
ng/ml LPS mit 1 µM Ruxolitinib vorbehandelt. Nach 24 h wurden
die Zellen durchflusszytometrisch auf CD86-Expression untersucht.
Das gefu¨llte Histogramm zeigt die Isotyp-Kontrolle, das geschlosse-
ne Histogramm die Probe ohne Ruxolitinib-Vorbehandlung und das
gepunktete Histogramm zeigt die mit Ruxolitinib vorbehandelten
Proben.
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4.7 Die Expression der Phosphatase SHP-1 ist in
Dex-DC herabgesetzt
Um die Ursache fu¨r die Hyperaktivita¨t von Syk in Dex-DC zu erkla¨ren, wurden
die Expression der beiden Phosphatasen SHP-1 und CD45 auf bzw. in iDC und
Dex-DC untersucht. CD45 ist eine Phophatase die nach Aufnahme von beta-
Glukanen via Dectin-1 die Phosphorylierung an der cytoplasmatischen Region
von Dectin-1 entfernt. Diese Phosphorylierungsstelle dient als Andockstelle
fu¨r die Kinase Src und Syk Goodridge u. a. (2011). SHP-1 ist in B-Zellen und
anderen Zellen verantwortlich fu¨r die Dephosphorylierung von Syk (Alsadeq
u. a., 2014; Huang u. a., 2003; Reth und Brummer, 2004). Die Expression von
CD45 wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht. In Abbildung 4.24a
sind mehrere Experimente zusammengefasst, die die Expression von CD45
(ausgedru¨ckt als MFI) auf der Oberfla¨che von iDC und Dex-DC zeigen. CD45
wurde auf Dex-DC im Vergleich zu iDC in etwa gleich stark auf der Oberfla¨che
exprimiert.
Mittels Immunblot wurde die Expression der Phosphatase SHP-1 untersucht.
In Lysaten von iDC und Dex-DC ist wie in Abbildung 4.24b zu sehen ist, eine
unterschiedliche Expression von SHP-1 beobachten worden. Die Expression in
Dex-DC war deutlich geringer als in iDC. Es wa¨re mo¨glich, dass die verringerte
SHP-1-Expression zu der Hyperaktivierung von Syk in Dex-DC beitra¨gt.
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(a)
(b)
Abbildung 4.24: Expression von CD45 und SHP-1 in Dex-DC und iDC. (a) Expression
von CD45 auf iDC und Dex-DC; N=4. (b) Expression von SHP-1 und
Tubulin in iDC und Dex-DC.
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4.8 DQ-BSA wird nach Anlagerung an Zymosan durch
Dex-DC und iDC aufgenommen und anschließend
prozessiert
Um die Funktion von Dectin-1 als Ziel fu¨r Antigen-Lieferung und die gene-
relle Fa¨higkeit zur Antigenprozessierung in iDC und Dex-DC zu u¨berpru¨fen,
wurden Zymosan-Partikel mit DQ-BSA gecoatet. DQ-markiertes BSA diente als
Modellprotein. Bei Abbau von DQ-markiertem BSA lassen sich die gebildeten
Peptide mit einem blauen Laser anregen. Die angeregten Peptide emittieren
eine gru¨ne Fluoreszenz. Im intakten Zustand liegt DQ-BSA in einem selbstge-
quenchten Zustand vor.
Wie in Abbildung 4.25 zu sehen ist, wurde DQ-BSA von Hek293 Zellen auf-
genommen und prozessiert. Dectin-1 spielte bei der Aufnahme offensichtlich
keine Rolle. Werden jedoch Zymosan-Partikel fu¨r 30 min mit DQ-BSA gecoatet,
erho¨ht sich die Fluoreszenzintensita¨t der Dectin-1 transfizierten Hek293 Zellen
im Vergleich zu Kontroll Hek293. DQ-BSA schien gemeinsam mit Zymosan
u¨ber Dectin-1 aufgenommen worden zu sein. Hek293 die mit Leervektor trans-
fiziert wurden, konnten nur freies DQ-BSA u¨ber Macropynozytose aufnehmen.
An Zymosan gebundenes DQ-BSA, dass durch Dectin-1 transfizierte Hek293
Zellen aufgenommen wurde, schien schneller und effizienter prozessiert zu
werden und setzt folglich mehr gru¨ne Fluoreszenz frei. Fu¨r Dectin-1 transfizier-
te Zelllinen wurde gezeigt, dass aufgenommene beta-Glukane in endosomale
Kompartimente transportiert werden (Herre u. a., 2004). In dieser Arbeit konnte
dies auch fu¨r Hek293 Zellen gezeigt werden (Abbildung 3.2).
Das obige Experiment wurde anschließend mit iDC und Dex-DC durch-
gefu¨hrt und durchflusszytometrisch analysiert(Abbildung 4.26). Dendritische
Zellen zeigten keinen Unterschied hinsichtlich der Gesamtfluoreszenz wenn
sie mit DQ-BSA bzw. DQ-BSA-gecoateten Zymosan fu¨r 30 bzw. 60 min inkubiert
wurden.
Dex-DC zeigten hingegen nach 30 und 60 min eine deutliche Erho¨hung der
Fluoreszenzintensita¨t, wenn sie mit DQ-BSA-gecoatetem Zymosan inkubiert
wurden.
Zur weiteren Untersuchung wurden iDC und Dex-DC zuna¨chst auf Poly-L-
Lysin behandelten Deckgla¨schen ausgesa¨t und dann wie zuvor beschrieben
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mit DQ-BSA und DQ-BSA-gecoatetem Zymosan inkubiert. Nach zwei Stunden
wurden die Zellen fixiert und auf Objektra¨gern fixiert. In Abbildung 4.26 sind
iDC und Dex-DC in 400-facher Vergro¨ßerung zu sehen. Wenn die Zellen nur
mit DQ-BSA behandelt wurden, waren im Zytosol kleine gru¨ne Strukturen
zu erkennen, in denen das aufgenommene DQ-BSA abgebaut wird. Werden
die Zellen mit gecoatetem Zymosan inkubiert, ist an vielen Stellen an denen
Zymosan aufgenommen wurde eine intensive gru¨ne Fluoreszenz nachweisbar.
Einige Partikel die anscheinend erst ku¨rzlich aufgenommen wurden waren
blass gru¨n bzw. noch nicht-fluoreszent. Zymosan-Partikel, die sich außerhalb
der Zellen befinden, waren ebenfalls nicht-fluoreszent.
Das Experiment wurde mit Zymosan wiederholt, das mit DQ-BSA inkubiert
wurde und danach zwei Mal mit PBS gewaschen wurde, um nicht angelagertes
DQ-BSA zu entfernen. In Abbildung 4.28 sind Aufnahmen dieses Experiments
zu sehen. Die Ergebnisse glichen in etwa den zuvor durchgefu¨hrten Expe-
rimenten. Gecoatetes Zymosan wurde aufgenommen und in Kompartimente
transportiert in denen Abbau von Proteinen stattfindet.
Zusammengefasst scheint sich DQ-BSA als Modellprotein an Zymosan anla-
gern zu ko¨nnen. Da Zymosan ein poro¨ses Material ist, ist es wahrscheinlich,
dass DQ-BSA in Kavita¨ten des Materials eingeschlossen wurde. Das Zymosan
diente als Vehikel fu¨r die Aufnahme von DQ-BSA. DQ-BSA wurde offensicht-
lich in dem selben Kompartiment wie Zymosan prozessiert. Hek293, die mit
Dectin-1 transfiziert wurden, zeigten daru¨ber hinaus, dass Dectin-1 Expres-
sion die Prozessierung von DQ-BSA erho¨hte wenn dieses an Zymosan kon-
jugiert ist. Ob dies Auswirkungen auf die Antigenpra¨sentation hatte, mu¨sste
in weiteren Experimenten u¨berpru¨ft werden. Die Experimente mit Dectin-1-
exprimierenden Hek293 zeigt aber, dass Dectin-1 DQ-BSA-gecoatetes Zymosan
erkennen und dessen Aufnahme vermitteln konnte. Ein murines Modell be-
stehend aus dendritischen Zellen und transgenen OT-I/II-Zellen und OVA als
Modellprotein wa¨re daru¨ber hinaus geeignet um zu pru¨fen ob OVA-Peptide
versta¨rkt u¨ber MHC-I/II pra¨sentiert werden. Festzuhalten ist, dass die Maschi-
nerie zur Prozessierung von Antigenen in Dex-DC funktionierte.
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Abbildung 4.25: DQ-BSA Aufnahme und Prozessierung durch Dectin-1 transfizierte
Hek293 Zellen. Transfizierte Hek293 Zellen (Mock: Leervektor) wur-
den zusammen mit DQ-BSA gecoateten Zymosan-Partikeln (10 µg
DQ-BSA pro 100 µg Zymosan), Zymosan (100 µg) oder DQ-BSA (10
µg ) fu¨r 4 h bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen
geerntet, gewaschen und im FL1-Kanal durchflusszytometrisch unter-
sucht. Die beiden geschlossenen Histogramme zeigen unbehandelte
(schwarz geto¨nt) und mit Zymosan (schwaz gefu¨llt) behandelte Zel-
len. Das offene Histogramm zeigt DQ-BSA behandelte Zellen und
das gepunktete Histogramm zeigt Behandlung mit DQ-BSA gecoateten
Zymosan-Partikeln.
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Abbildung 4.26: DQ-BSA Aufnahme und Prozessierung durch iDC und Dex-DC. Bei-
de Zelltypen wurden mit 10 µg/ml DQ-BSA bzw. einer Lo¨sung von
DQ-BSA + Zymosan (Endkonzentration DQ-BSA: 10 µg/ml; Zymo-
san: 100 µg/ml) fu¨r die angegeben Zeiten inkubiert. Es folgte die
duchflusszytometrische Analyse im FL-1 Kanal. Die geschlossenen
Histogramme repra¨sentieren die Kontrollpopulationen nach 1 h bei
4◦C.
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Abbildung 4.27: DQ-BSA Aufnahme und Prozessierung durch iDC und Dex-DC. Bei-
de Zelltypen wurden nach Adha¨sion auf Poly-L-Lysin behandelten
Deckgla¨schen fu¨r 2 h mit 10 µg/ml DQ-BSA bzw. einer Lo¨sung von
DQ-BSA + Zymosan (Endkonzentration DQ-BSA: 10 µg/ml; Zymo-
san: 100 µg/ml) inkubiert. Nach Fixierung der Zellen wurden diese
auf Objektra¨ger gemountet und mikroskopisch analysiert. Dargestellt
sind jeweils Maximumintensita¨tsprojektionen eines Z-Stapels. Gru¨n:
prozessiertes DQ-BSA; blau: DNA. Vergro¨ßerung 400-fach.
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Abbildung 4.28: DQ-BSA Aufnahme und Prozessierung durch iDC und Dex-DC. Bei-
de Zelltypen wurden nach Adha¨sion auf Poly-L-Lysin behandelten
Deckgla¨schen fu¨r 2 h mit 100 µg/ml Zymosan-partikeln inkubiert
das zuvor fu¨r 1 h mit einer DQ-BSA Lo¨sung (1mg/ml) bei 37 ◦C
inkubiert wurde. Das Zymosan wurde dann zwei Mal gewaschen
und zu den Zellen gegeben. Nach Fixierung der Zellen wurden diese
auf Objektra¨ger gemountet und mikroskopisch analysiert. Dargestellt
sind jeweils Maximumintensita¨tsprojektionen eines Z-Stapels. Gru¨n:
prozessiertes DQ-BSA; blau: DNA. Vergro¨ßerung 400-fach.
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In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Dectin-1-vermittelte Immunantwort
durch tolerogene dendritische Zellen untersucht. Schwerpunkt der Analyse lag
dabei auf Dexamethason-induzierten tolerogenen dendritischen Zellen (Dex-
DC). IL-10-induzierte tolerogene dendritische Zellen (IL-10 APC) wurden in
einigen Experimenten ebenfalls untersucht und zeigten ein a¨hnliches Verhalten
nach Stimulation von Dectin-1 auf ihrer Oberfla¨che. Es konnte gezeigt werden,
dass tolerogene dendritische Zellen nach Stimulation mit Dectin-1-Agonisten
versta¨rkt die Kinase Syk phopshorylieren, IL-1beta/IL-10 sezernieren und
Superoxid-Anionen bilden. Die Aktivierung von allogenen T-Zellen ist diesen
Zellen nicht mo¨glich. Vermutlich aufgrund der fehlenden Hochregulation ko-
stimulatorischer Moleku¨le und gleichzeitig erho¨hter Expression von PD-L1 auf
Dex-DC nach Stimulation mit Dectin-1 Liganden.
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Expression von An-
nexin 1 die Dectin-1 vermittelte Aufnahme von beta-Glukanen beeinflusst. Es
konnte eine Kolokalisation von Dectin-1 und Annexin-1 auf phagosomalen
Strukturen nachgewiesen werden, wenn dendritische Zellen oder transfizier-
te Schneider S2 Zellen zusammen mit hitzeinaktivierten C. albicans (HKCA)
inkubiert wurden. Außerdem konnte eine Calcium-abha¨ngige, aber Dectin-1-
unabha¨ngige, Bindung von Annexin 1 an Zymosan und HKCA gezeigt werden.
Die Klonierung und Expression der extrazellula¨ren Doma¨ne von Dectin-1
(Dectin-1 ECD) erlaubte es Bindungsstudien an Zellen durchzufu¨hren. Die
Dectin-1-ECD bindet an 7AAD-positive Jurkat-Zellen die zuvor fu¨r 16 h mit
Staurosporin inkubiert oder UV-C Strahlung ausgesetzt wurden. Der Ligand auf
der Oberfla¨che von spa¨tapoptotischen Jurkat-Zellen ist jedoch wahrscheinlich
nicht Annexin 1, obwohl Annexin 1 auf phagosomalen Strukture mit Dectin-
1 kolokalisiert und bei Pra¨zipitation zusammen mit Dectin-1 eluiert wurde.
Welchen Liganden Dectin-1 auf spa¨tapoptotischen Jurkat Zellen bindet, bleibt
unklar.
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Im Folgenden werden die einzelnen Bestandteile der oben zusammengefass-
ten Ergebnisse diskutiert.
5.1 Annexin 1 und Dectin-1 kolokalisieren bei der
Aufnahme von Dectin-1 Liganden
Dectin-1 ließ sich problemlos auf der Zelloberfla¨che von Hek293 und Schneider
S2 Zellen exprimieren(Abbildungen 3.2, 3.5, 3.10, 3.12). Dass die Transfektion
von Zelllinien mit Dectin-1-kodierenden Plasmiden ausreicht, um diesen die
Aufnahme von beta-Glukanen zu ermo¨glichen wurde bereits ha¨ufig angewen-
det um die Funktion von Dectin-1 zu charakterisieren (Brown, 2006; Underhill
u. a., 2005; Brown u. a., 2002; Carvalho u. a., 2012; Herre u. a., 2004).
Fu¨r Schneider S2 Zellen und dendritischen Zellen konnte gezeigt werden,
dass Annexin 1 und Dectin-1 wa¨hrend der Aufnahme von hitzeinaktivierten C.
albicans kolokalisieren (Abbildung 3.7 und 3.16). Annexin 1 ist ein Protein mit
immunmodulatorischen Eigenschaften, welches aber auch bei der Reparatur
und Fusion von Membranen eine Rolle spielt (Leoni u. a., 2013). Auch seine
Lokalisation auf Phagosomen wurde bereits beschrieben (Patel u. a., 2011; Dia-
konova u. a., 1997). Die Phagozytose von apoptotischen Zellen scheint ebenfalls
abha¨ngig von Annexin 1 zu sein (Tzelepis u. a., 2015). Welche Rolle Annexin 1
auf Phagosomen spielt, die Dectin-1-Liganden beinhalten bleibt im Rahmen
dieser Arbeit unklar. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass ein Knockout
von Annexin 1 in Dectin-1-transfizierten Hek293 Zellen die Aufnahme von
Zymosan signifikant verringert (Abbildung 3.10). Es ist mo¨glich, dass die Fusi-
on der phagosomalen Synapse, die Dectin-1 vor der Partikelaufnahme formt,
(Underhill und Goodridge, 2012; Niedergang u. a., 2016) mit der Zellmembran
durch Abwesenheit von Annexin 1 inhibiert wird. Solch eine Rolle fu¨r Annexin
1 wurde fu¨r die Aufnahme von apoptotischen Zellen bereits beschrieben (Arur
u. a., 2003; Fan u. a., 2004; Blume u. a., 2009). Die Phosphorylierung von Syk
wurde durch Knockout von Annexin 1 in Hek293 nicht beeinflusst (Abbildung
3.13). Ebenso wurde die Dectin-1 Expression an der Oberfla¨che nicht beeinflusst
(Abbildung 3.11).
Eine direkte Bindung von Annexin 1 an C. albicans ist in der Literatur be-
reits beschrieben worden. Lilly u. a. (2010) zeigten, dass Annexin 1 auf oralen
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Epithelzellen an C. albicans bindet und so dessen Wachstum hemmt. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Annexin 1 in vitro Calcium-abha¨ngig an
partikula¨re beta-Glukane binden kann. Vermutlich sind jedoch eher Phospho-
lipide, die in den Pra¨parationen von Zymosan und HKCA vorkommen die
eigentlichen Bindungsstellen fu¨r Annexin 1. Ob diese Interaktion in vivo eine
Rolle spielt, ist schwer zu beurteilen, da millimolare Calcium-Konzentrationen
notwendig waren um eine Bindung nachweisen zu ko¨nnen (Abbildungen 3.14,
3.15). Millimolare Calcium-Konzentrationen werden in vivo nicht erreicht. Ge-
nauso unklar bleibt die genaue Bindungsstelle von Annexin 1 an HKCA oder
Zymosan. Neben beta-Glukanen enthalten Zymosan und HKCA andere mo¨gli-
che Bindungsstellen. Dass Calcium bei der Phagozytose eine wichtige Rolle
spielt wurde jedoch mehrfach beschrieben. So spielt Calcium bei der Depoly-
merisation des Actin-Cytoskeletts eine wichtige Rolle (Nunes und Demaurex,
2010). Fu¨r Annexin 1 konnte gezeigt werden, dass Annexin 1 bei der Phagozy-
tose von Latex-beads auf fru¨hen Phagosomen lokalisiert (Patel u. a., 2011). Bei
der Aufnahme von Dectin-1-Liganden scheint Annexin 1 auch eher auf fru¨hen
Phagosomen lokalisiert zu sein, da nicht alle beobachteten Dectin-1-positiven
Phagosomen positiv fu¨r Annexin 1 waren (3.16 und 3.17). Stimulation mit
Dectin-1-Liganden fu¨hrt in dendritischen Zellen daru¨ber hinaus zu erho¨htem
Calcium-Influx. Dectin-1 vermittelter Ca-Influx war dabei abha¨ngig von der
Integrita¨t von Lipid Rafts. Zusammen mit verringertem Ca-Influx reduzierte sich
nach Auflo¨sung der Lipid Rafts die Syk- und Erk-Phosphorylierung (Xu u. a.,
2009). O¨hman u. a. (2014) zeigten, dass Stimulation von humanen Makropha-
gen mit Curdlan zur Freisetzung von Exosomen fu¨hrt. Diese Exosomen waren
Annexin 1 positiv und ihre Freisetzung IL-1beta abha¨ngig. Die Freisetzung
von IL-1beta und den Exosomen war dabei Autophagie-abha¨ngig. LC3, als
Marker fu¨r Autophagosomen, kolokalisert auf Dectin-1 positiven Phagosomen
von Markophagen und dendritischn Zellen die mit heat-killed oder lebenden
C. albicans stimuliert wurden (Ma u. a., 2012). Die gleiche Gruppe zeigte, dass
dieser Vorgang abha¨ngig von Syk und der Bildung von Superoxid-Anionen ist.
Fu¨r Exosomen, die durch tolerogene dendritische Zellen freigesetzt werden,
wurde gezeigt, dass diese anti-inflammatorisch wirksam sind (Kim u. a., 2005).
In knockout-Modellen konnte bereits ein Einfluss auf die Aufnahme von
Zymosan durch Annexin 1 nachgewiesen werden (Yona u. a., 2006). Ein ge-
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nauer Mechanismus wie Annexin 1 die Aufnahme von Zymosan reguliert
blieb ungenannt. Zum einen ko¨nnte Annexin 1 die Modellierung von F-Actin
bei der Aufnahme von beta-Glukanen beeinflussen (Patel u. a., 2011) und so
eher eine generelle Rolle bei der Aufnahme von partikula¨rem Material spie-
len (Wagner u. a., 2011). Daru¨berhinaus spielt Annexin 1 eine Rolle bei der
Fusion von Plasmamembranen (Gerke u. a., 2005; McNeil u. a., 2006). Anne-
xin 1 scheint außerdem bei der Prozessierung aufgenommener Antigene eine
wichtige Rolle zu spielen (Tzelepis u. a., 2015). Gegen eine generelle Rolle von
Annexin 1 bei der Aufnahme von partikula¨rem Material sprechen allerdings die
Ergebnisse von Kusumwati et al. (Kusumawati u. a., 2000, 2001), die liganden-
spezifische Assoziation von Annexin 1 an phagosomale Membranen feststellen
konnten. Daru¨ber hinaus konnte diese Gruppe zeigen, dass Phosphorylierung
von Annexin 1 an Ser27 wichtig fu¨r die Assoziation an phagosomale Strukturen
ist. Gegen eine auschließliche Rolle von Annexin 1 bei der Modellierung des
Aktin-Cytoskeletts bei Initiierung der Aufnahme von Material sprechen die
Erkenntnisse von Yona u. a. (2006). Es konnte in Annexin 1 defizienten Ma-
krophagen kein Defekte des Aktin-Cytoskeletts bei Aufnahme von Zymosan
beobachtet werden. Allerdings war die Aufnahme verringert. Außerdem wur-
de festgestellt, dass die Zytokine IL-1beta, IL-6 und TNF-alpha in erho¨hten
Mengen von Annexin 1 defizienten Zellen ausgeschu¨ttet werden (Hannon u. a.,
2003; Yang u. a., 2009).
5.2 Dectin-1-Transfektion erho¨ht die Aufnahme von
spa¨tapoptotischen Zellen
Um weitere Bindungsstudien durchzufu¨hren, wurde die extrazellula¨re Doma¨ne
von Dectin-1 (Dectin-1-ECD) in E. coli exprimiert und anschließend aus Lysa-
ten aufgereinigt (Abbildung 3.18). Jurkat Zellen, die Annexin 1 externalisie-
ren wenn sie mit Staurosporin behandelt werden (Blume u. a., 2009), wurden
fu¨r Bindungsstudien eingesetzt (Abbildung 3.20). Die Dectin-1-ECD bindet
schwach an 7AAD-negative Zellen und versta¨rkt an 7AAD-positive Jurkat
Zellen. Fu¨r Dectin-1 werden immer wieder endogene Liganden diskutiert. Wie
bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben wurde, erkennt Dectin-1
Kohlenhydrat-Strukturen auf Tumorzellen (Chiba u. a., 2014), interagiert mit
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dem Strukturprotein Vimentin (Thiagarajan u. a., 2013) und dem Tetraspanin
CD37 (Meyer-Wentrup u. a., 2007; Yan u. a., 2014). Die Erkennung von apopto-
tischen oder nekrotischen Zellen durch Dectin-1 wird kontrovers diskutiert.
Weck u. a. (2008) beschreiben die Bindung von Dectin-1 an apoptotische Zellen,
wa¨hrend Ahrens u. a. (2012), Neumann u. a. (2014), Sancho u. a. (2009) und
Hesse (2011) keine direkte Bindung feststellen konnten. Dass C-Typ Lektine
gescha¨digte Zellen binden ko¨nnen, haben Ahrens u. a. (2012) und Zhang u. a.
(2012) fu¨r CLEC9A zeigen ko¨nnen, das Actin-Filamente bindet sobald diese
duch Verlust der Membranintegrita¨t zuga¨nglich fu¨r Interaktionen mit extrazel-
lula¨ren Rezeptoren sind. Hesse (2011) beschrieb fu¨r Dectin-1 zumindest eine
indirekte Rolle bei der Aufnahme von apoptotischen Zellen. Fu¨r mit Dectin-1
transfizierte Makrophagen wurde durch Hesse (2011) eine erho¨hte Aufnahme
von sekunda¨r nekrotischen Zellen gezeigt. Ein a¨hnliches Ergebnis konnte in die-
ser Arbeit gezeigt werden (Abbildung 3.22). Albert u. a. (2000) zeigten bereits,
dass Hek293 Zellen apoptotische Zellen aufnehmen ko¨nnen und dabei einen
a¨hnlichen Mechanismus wie DCs nutzen. In der vorliegenden Arbeit erho¨hte
die Transfektion von Hek293 mit Dectin-1-mRFP die Aufnahme gescha¨digter
Zellen leicht, aber signifikant 3.22. Wie Dectin-1 die Aufnahme erho¨ht bleibt
unklar.
Koimmunpra¨zipitationen aus doppelt-transfizierten Schneiderzellen konnten
eine Ko-Elution von Dectin-1 und Annexin 1 zeigen. Dies konnte jedoch fu¨r
in vitro generierte dendritische Zellen nicht gezeigt werden. Es ko¨nnte sich
aufgrund der U¨berexpression um ein Artefakt handeln.
5.3 Generierung tolerogener dendritischer Zellen mittels
Dexamethason
Zur Charakterisierung von Dex-DC wurden in dieser Arbeit die Expression
von Oberfla¨chenmarkern und die Dectin-1-vermittelte Signalweiterleitung mit
iDC verglichen.
Dexamethason schien die Expression oder die Translokation an die Zellober-
fla¨che von Dectin-1 zu stimulieren. In anderen Arbeiten wurde eine negative
Regulation der Dectin-1-Expression beobachtet (Willment u. a., 2003). Aller-
dings handelte es sich in diesem Fall um murine Modelle und kurzzeitige
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Inkubationen mit Dexamethason.
Neben einer stark erho¨hten Dectin-1-Expression (Abbildung 4.1a und b)
exprimierten Dex-DC kein CD1a, weniger DC-SIGN, HLA-DR und CD11c
und erho¨hte Level von PD-L2 (Abbildung 4.6). Nach Stimulation mit LPS oder
beta-Glukanen wurden auf Dex-DCs Reifungsmarker wie CD80, CD83 und
CD86 nicht hochreguliert (Abbildung 4.2 und 4.3). Allerdings erho¨hte sich die
Expression des inhibitorischen Moleku¨ls PD-L1 nach Stimulation von Dectin-1
wie bei iDC (Abbildung 4.4). Beides zusammen tra¨gt vermutlich zur fehlenden
Fa¨higkeit von Dex-DC bei allogene T-Zell-Proliferation zu induzieren oder die
Produktion von IFN-γ zu induzieren (Abbildung 4.13 und 4.14).
Stimulation mit beta-Glukanen fu¨hrte bei beiden Zelltypen zur Internalisie-
rung von Dectin-1 (Abbildung 4.5). Dex-DC exprimierten daru¨ber hinaus die
Chemokinrezeptoren FPR2, CXCR4 und CCR7 (Abbildung 4.7), was fu¨r vorhan-
dene migratorische Fa¨higkeiten spricht. FPR2-Expression wurde auf Dex-DC
und iDC erst nach der Stimulation mit Curdlan nachgewiesen. Vermutlich sind
die migratorischen Fa¨higkeiten von Dex-DC nicht eingeschra¨nkt.
Wa¨hrend ihrer Generierung schu¨tteten Dex-DC IL-10 aus (Abbildung 4.8.
Bereits nach einer einzigen Stimulation der Monozyten mit Dexamethason/IL-
4/GM-CSF war im U¨berstand IL-10 in geringen Mengen nachweisbar. Die
IL-10 Konzentration im Zellkulturmedium stieg bis Tag 6 auf etwa 70 pg/ml.
An Tag 6 war auch in IL-4/GM-CSF stimulierten Monozyten IL-10 in einer
Konzentration von etwa 10 pg/ml nachweisbar. In einigen Versuchen in diesem
Labor wurden tolerogene dendritische Zellen durch Zugabe von IL-10 induziert
(IL-10-APC). IL-10-APC zeigten einen a¨hnlichen Pha¨notyp wie Dex-DC. Einige
davon sind in dieser Arbeit gezeigt und werden spa¨ter diskutiert. Der Pha¨notyp
von Dex-DC war vermutlich zum Teil auch auf die Sekretion von IL-10 wa¨hrend
ihrer Reifung zuru¨ckzufu¨hren.
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5.4 Dex-DC lo¨sen nach Stimulation von Dectin-1 eine
starke Reaktion von Mechanismen des angeborenen
Immunsystems und erho¨hte IL-10 sowie IL-1beta
Sekretion aus
Die Expression von Dectin-1 ist in tolerogenen dendritischen Zellen (Dex-DC
und IL10-APC) im Vergleich zu konventionellen, aus Monozyten generierten,
dendritischen Zellen stark erho¨ht (Abbildung 4.1 a und b). In dieser Arbeit
wurde die Dectin-1 vermittelte Signalweiterleitung in Dex-DC nach Stimulation
mit beta-Glukanen untersucht. Die Behandlung mit dem Inhibitor R406 hat in
den vorliegenden Experimenten gezeigt, dass die Sekretion der untersuchten
Zytokine von Syk abha¨ngig ist.
Das Zytokinprofil von Dex-DC unterschied sich von dem von iDC. Dex-DC
sezernierten nach Stimulation mit Curdlan mehr IL-10 als iDC. Die Sekreti-
on von IL-10 wurde durch Inhibition von Syk mit R406 deutlich abgesenkt
(Abbildung 4.18a). Rogers u. a. (2005) zeigten, dass Syk insbesondere fu¨r die
Bildung von IL-10 und IL-2 beno¨tigt wird. Syk-knockout BMDCs zeigten in
dieser Vero¨ffentlichung nach Stimulation mit Zymosan eine normale Sekretion
von IL-12 aber keine Sekretion von IL-2 und IL-10. Mutation am ITIM-Motif
von Dectin-1 oder Dectin-1-Mutanten ohne intrazellula¨re Doma¨ne zeigten
das gleiche Ergebnis. Syk bindet nach Phosphorylierung des ITIM-Motifs an
Dectin-1. In der selben Vero¨ffentlichung zeigten MyD88-knockout BMDCs keine
Einschra¨nkungen bei IL-10 und IL-2 Sekretion. Ein Transfektionsmodell zeigte
daru¨berhinaus, dass die Transfektion von Dectin-1 in LK-Zellen ausreichend
ist um IL-10 Produktion in diesen Zellen nach Stimulation mit Zymosan zu
induzieren. MyD88-vermittelte Signalweiterleitung findet bei Dectin-1/TLR
Co-Ligation statt und fu¨hrt zu IL-12 Sekretion in DCs. Dieses Ergebnis passt
zu der hier beobachteten erho¨hten IL-10 Sekretion nach versta¨rkter Phosphory-
lierung von Syk (Abbildung 4.15). Dectin-1/Syk-Signalweiterleitung scheint
somit besonders fu¨r Bildung und Sekretion von IL-10 verantwortlich zu sein
und u¨ber einen eigenen Signalweg vermittel zu werden. In Dex-DC konnte hier
gezeigt werden, dass Syk-vermittelte Signalweiterleitung nach Stimulation mit
beta-Glukanen dominiert und zu erho¨hter IL-10 fu¨hrt. Dazu passt die bei Dex-
DC beobachtete reduzierte TNF-alpha und IL-12 Sekretion. Meyer-Wentrup u. a.
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(2005) zeigten bereits, dass Zymosan auf DCs Dectin-1, Dectin-1/TLR2 oder
TLR2 stimulieren und dabei unterschiedliche Sekretion von Zytokinen auslo¨sen
kann. Dectin-1 Stimulation fu¨hrt zu IL-10 und Il-2 Sekretion. Dectin-1/TLR2
Stimulation fu¨hrt zu TNF-alpha und IL-12 Sekretion. TLR2 Stimulation fu¨hrt
zu geringerer IL-12 und TNF-alpha Sekretion .
Die Sekretion von IL-6 unterschied sich zwischen den beiden Zelltypen nicht.
R406 inhibierte die Sekretion von IL-6 durch iDC und Dex-DC (Abbildung
4.18b). TNF-alpha wurde in beiden Zelltypen nach Stimulation mit Curdlan
sezerniert. Dabei war die Sekretion in Dex-DC deutlich verringert. Die Sekretion
ist bei beiden Zelltypen Syk-abha¨ngig (Abbildung 4.18c).
Die beiden Zytokine der IL-12-Famile IL-12p70 und IL-23 wurden von Dex-
DC nicht sezerniert, wenn sie mit Curdlan stimuliert wurden. iDC sezernierten
geringe Mengen IL-12p70 bei Stimulation mit Curdlan. IL-23 wurde nur durch
iDC nach Stimulation mit Curdlan sezerniert und nicht durch Dex-DC. Syk-
Inhibition durch R406 zeigte eine Verringerung der IL-23 Sekretion 4.18e). IL-23
kann durch oxidativen Stress inhibiert werden (Kroening u. a., 2008; Ghoreschi
u. a., 2011). Zymosan- und Curdlan-Stimulation induziert die Bildung von
Superoxid-Anionen in iDC und Dex-DC. Die Bildung ist dabei in Dex-DC stark
erho¨ht. In Dex-DC sorgte der erho¨hte oxidative Stress durch Stimulation von
Dectin-1 mit Zymosan oder Curdlan mo¨glicherweise fu¨r die Inhibition der
IL-23 Sekretion. Das Chemokin RANTES (CCL5) wird von beiden Zelltypen
sezerniert. R406 verringert die RANTES-Sekretion durch Dex-DC und iDC
(Abbildung 4.18f). RANTES wirkt als chemotaktisches Moleku¨l und ist an
inflammatorischen Prozessen beteiligt und lockt andere Leukozyten wie NK-
Zellen und Makrophagen zur Entzu¨ndungsstelle (Sakthivel u. a., 2008).
IFN-beta wurde durch Stimulation mit LPS von beiden Zelltypen sezerniert.
iDC sezernierten ho¨here Mengen IFN-beta als Dex-DC. Curdlan-Stimulation
fu¨hrte zu keiner Sekretion von IFN-beta (Abbildung 4.19). IFN-beta tra¨gt zur
Beka¨mpfung von C. albicans (del Fresno u. a., 2013). In dieser Arbeit konnte
keine durch den Dectin-1-Liganden Curdlan induzierte IFN-beta Sekretion
beobachtet werden.
Die Sekretion von IL-1beta durch Dex-DC war um ein Vielfaches erho¨ht
wenn diese mit beta-Glukanen stimuliert wurden. LPS-Stimulation fu¨hrte zu
einer geringen, in beiden Zelltypen vergleichbaren Sekretion von IL-1beta.
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Die Sekretion war im Falle von Dex-DC Caspase- und Syk-abha¨ngig. Inhibiti-
on von oxidativem Stress durch NAC fu¨hrte nicht zu einer Verringerung der
Sekretion von IL-1beta nach Stimulation mit Curdlan (Abbildung 4.18). Die
Aktivierung von Dectin-1 auf Dex-DC fu¨hrte also vermutlich zur Aktivierung
von mindestens zwei Signalwegen die durch Syk vermittelt werden. Erstens
ein Signalweg der die Generierung von Superoxid-Anionen stimulierte, welche
die Phosphorylierung von weiteren downstream-Moleku¨len versta¨rkten, sowie
die Caspase-abha¨ngige Aktivierung des Inflammasoms, was zur Produktion,
Spaltung und Freisetzung von IL1-beta fu¨hrte. Dies unterscheidet Dex-DC
wesentlich von Makrophagen, die mit beta-Glukanen stimuliert wurden. Fu¨r
Makrophagen wurde gezeigt, dass die Inhibition von ROS zu einer Verringe-
rung der IL-1beta Sekretion fu¨hrt (Kankkunen u. a., 2010). Auch in weiteren
Studien wurde die Abha¨ngigkeit der Inflammasom-Aktivita¨t von ROS gezeigt
(Hise u. a., 2009; Tavares u. a., 2015). Andere haben gezeigt, dass ROS das In-
flammasom inhibieren ko¨nnen oder seine Aktivierung ROS-unabha¨ngig ist
(Tschopp und Schroder, 2010; van de Veerdonk u. a., 2010; Bauernfeind u. a.,
2011; Shio u. a., 2015; Iyer u. a., 2013). Da nicht alle ROS-stimulierenden Sub-
stanzen IL-1beta Freisetzung auslo¨sen, bleibt die genaue Rolle von ROS bei der
Aktivierung des Inflammasoms unklar. Daru¨ber hinaus ist eine erho¨hte Akti-
vierung des Inflammasoms bzw. IL-1beta Sekretion durch Dectin-1 Stimulation
in einer erho¨hten Freisetzung von Exosomen fu¨hrt, die immunstimulatorische
Eigenschaften haben (O¨hman u. a., 2014).
Durch die Untersuchung der Zytokin/Chemokin-Sekretion von Dex-DC
und die beobachtete Abha¨ngikeit von Syk wurde die Aktivita¨t dieser Kina-
se in iDC und Dex-DC nach Stimulation von Dectin-1 untersucht. Syk wird
in Dex-DC im Vergleich zu iDC hyperaktiviert (Abbildung 4.15). Diese Hy-
peraktivierung sorgte vermutlich fu¨r eine starke Freisetzung von Superoxid-
Anionen (Abbildung 4.16 und 4.17). Superoxid-Anionen wurden durch Dex-DC
in Abha¨ngigkeit von Dectin-1 und Syk gebildet. LPS induzierte keine Bildung
von Superoxid-Anionen (Abbildung 4.16b). Superoxid-Anionen reagieren in
der Zelle ggf. weiter zu Peroxynitrit, welches NF-κB inhibieren kann (Levrand
u. a., 2005). Die downstream Moleku¨le des Syk-Signalwegs wurden in Folge der
Hyperaktivierung von Syk ebenfalls in den ersten Minuten nach Stimulation
mit Dectin-1-Liganden versta¨rkt aktiviert. Dazu za¨hlen die MAP-Kinasen p38
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und Erk und STAT-3 (Abbildung 4.21). Vermutlich durch Superoxid-Anionen,
die durch Zymosan oder Curdlan induziert wurden, waren diese vorher ge-
nannten Proteien in Lysaten von Dex-DC sta¨rker phosphoryliert als in iDC.
Dass oxidativer Stress STAT3 akivieren kann, wurde mehrfach gezeigt (Li u. a.,
2012; Ng u. a., 2014; Reuter u. a., 2010; Carballo u. a., 1999; Dudley u. a., 2004).
Interessanterweise fu¨hrte die versta¨rkte Aktivierung des Syk-Signalwegs nicht
zu einer erho¨hten Translokation von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern
von Dex-DC. RelA, c-Rel und RelB als NFκB Vertreter, wurden nur geringfu¨gig
in den Zellkern von Dex-DC transportiert wenn diese mit beta-Glukanen stimu-
liert werden. NFAT, PU.1, AP-1, c-Jun und pStat1 konnten nicht in Kernlsysaten
von Dex-DC nachgewiesen werden. Vor allem AP-1 ist wichtig fu¨r eine Dectin-1
vermittelte Zytokin-Seketion. Dabei interagiert Dectin-1 mit CR-3 (Huang u. a.,
2015), welcher auf Dex-DC niedriger exprimiert wurde. Lediglich p50 ( NF-κB-
Familie) und IRF5 konnten in vergleichbarer Menge in den Kernen von iDC
und Dex-DC nachgeweisen werden (Abbildung 4.22). p50 kann als Dimer die
Transkription von vielen pro-inflammatorsichen Zyotkinen hemmen, jedoch
die Transkription von IL-10 stimulieren (Driessler u. a., 2004; Conner u. a., 2010;
Cao u. a., 2006). Gringhuis u. a. (2011) haben gezeigt, dass Syk-knockout mittels
siRNA die Sekretion von IL-1beta, IL-23, IL-6 und IL-12 verringert.
STAT-3 scheint in Dex-DC teilweise fu¨r die Inhibition der Reifung verant-
wortlich zu sein. Neben der erho¨hten STAT-3-Aktivierung wurde durch Inhibi-
tion des Jak/Stat-Signalwegs mittels Ruxolitinib die Expression von CD86 auf
Dex-DC nach Stimulation mit LPS und Curdlan deutlich erho¨ht (Abbildung
4.23). Dass STAT-3 die Expression von CD86 und anderen Proteinen wie CD80,
MHC-II sowie IL-12 kontrolliert, wurde bereits mehrfach beschrieben. STAT-3
inhibiert so die Reifung von dendritischen Zellen (Levitzki, 2012).
Die versta¨rkte Sekretion von IL-1beta ist mo¨glicherweise ebenfalls auf ak-
tiviertes STAT-3 zuru¨ckzufu¨hren. Es wurde gezeigt, dass die Sekretion von
IL-1beta von STAT-3 abha¨ngig ist (Samavati u. a., 2009; Lee u. a., 2006). Zu
einem spa¨teren Zeitpunkt sorgt IL-10 Sekretion fu¨r eine anhaltenden STAT-3
Aktivierung (Liu u. a., 2013).
Neben der Ausschu¨ttung von Zytokinen, phagozytierten Dex-DC versta¨rkt
Zymosan und apoptotische Zellen (Abbildung 4.9 und 4.12). Die erho¨hte
Zymosan-Aufnahme war vermutlich auf die erho¨hte Expression von Dectin-1
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zuru¨ckzufu¨hren. Es ist aber nicht auszuschließen, dass Dex-DC weitere Rezep-
toren exprimieren die Zymosan erkennen und eine Aufnahme ins Zellinnere
ko¨nnen. CD11b, welches zusammen mit CD18 als CR3 Heterodimer auch beta-
Glukane erkennt, war allerdings auf Dex-DC geringer exprimiert (Abbildung
4.4).
Apoptotische Zellen werden u¨ber verschiedene Rezeptoren erkannt und
aufgenommen. Darunter sind C-Typ Lektine, Integrine, TIMs und Scavenger-
Rezeptoren (Hochreiter-Hufford und Ravichandran, 2013; Sancho und Reis e
Sousa, 2013). Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Dectin-1
die Aufnahme von gescha¨digten Zellen leicht erho¨ht. Dectin-1 auf Dex-DC
ko¨nnte demzufolge auch mit verantwortlich fu¨r die erho¨hte Aufnahme apopto-
tischer Zellen sein, die in dieser Arbeit gezeigt werden konnte (Abbildung 4.12.
Eine weitere Charakterisierung der Oberfla¨chenrezeptoren wa¨re aber no¨tig um
den Anteil anderer Rezeptoren einscha¨tzen zu ko¨nnen.
Eine mo¨gliche Erkla¨rung warum Syk in Dex-DC versta¨rkt aktiviert wird, ist
vermutlich zum einen die ho¨here Expression von Dectin-1 und zum anderen
mo¨glicherweise die geringere Expression der Phosphatase SHP-1 (Abbildung
4.24b). SHP-1 kann außerdem zusa¨tzlich durch reaktive Sauerstoffspezies wie
Superoxid-Anionen inaktiviert werden (Meng u. a., 2002). Wie sich SHP-1 auf
die IL-1beta Synthese und Prozessierung auswirkt, haben Croker u. a. (2011)
in Neutrophilen gezeigt. SHP-1 Disfunktion bzw. Defizienz fu¨hrt zu einer
erho¨hten Sekretion von IL-1beta durch Neutrophile. Daru¨ber hinaus wurde
mehrfach nachgewiesen, dass SHP-1 die Aktivita¨t von Syk regulieren kann
(Kant u. a., 2002; Huang u. a., 2003; Meng u. a., 2002; Alsadeq u. a., 2014; Lu u. a.,
2012)
Die Phopshorylierung von Syk in Dex-DC ko¨nnte also zusammengefasst auf-
grund mehrerer Gru¨nde hochreguliert sein. Erstens durch die erho¨hte Expressi-
on von Dectin-1, zweitens durch eine geringere Expression der Phosphatase
SHP-1 und drittens durch die erho¨hte Freisetzung von Superoxid-Anionen,
welche SHP-1 in seiner Funktion inhibieren ko¨nnen. Festzuhalten ist beson-
ders, dass Syk nachgeschaltete Signalwege im Vergleich zu iDC in Dex-DCs
vera¨ndert ablaufen. Das Ausmaß der Syk-Phosphorylierung ko¨nnte hierbei
entscheidend sein wie die nachgeschalteten Signalwege ablaufen.
Die Behandlung von Dexamethason fu¨hrt im Tiermodell in vivo zu einer
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eingeschra¨nkten Differenzierung von dendritisichen Zellen (Zhang u. a., 2013).
Bei der Behandlung von entzu¨ndlichen Erkrankungen, nach Transplantationen
oder in der Krebstherapie ist Dexamethason ein wichtiger Bestandteil (Cou-
tinho und Chapman, 2011). Langzeitbehandlung mit Dexamethason fu¨hrt zu
einer erho¨hten Inzidenz von Pilzerkrankungen. Diese ko¨nnen die Schleimha¨ute
betreffen oder systemisch sein Gorson (2012). In dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass Dexamethason die Differenzierung von dendritischen Zellen in vitro be-
einflusst. Die erho¨hte Dectin-1-Expression war zuna¨chst u¨berraschend vor dem
Hintergrund, dass Toleranz-vermittelnde Faktoren die Expression von Dectin-1
auf Macrophagen verringern. Dabei handelte es sich allerdings um kurzzeitige
Inkubationen mit verschiedenen Substanzen (Willment u. a., 2003). Genauso
u¨berraschend war die erho¨hte Aufnahme von Zymosan, die erho¨hte Generie-
rung von Superoxid-Anionen, die zu vermutlich fungiziden Peroxynitrit weiter-
reagieren (Vazquez-Torres u. a., 1996) sowie die erho¨hte IL-1beta Ausschu¨ttung
durch Aktivierung von Syk und die folgende Caspase-abha¨ngige Aktivierung
des Inflammasom. IL-1beta ist essentiell fu¨r die Beka¨mpfung von C. albicans
und sorgt fu¨r die Rekrutierung von anderen Zellen des Immunsystems wie
Makrophagen, Monozyten und Neutrophilen. Zudem stimuliert es zusammen
mit IL-23 die Differenzierung von Th17-Zellen. Th17-Zellen modulieren die
Immunantwort bei Kolonisation mit C. albicans. Neben der Eliminierung von
C. albicans sind sie auch fu¨r ein gewisses Maß an Toleranz gegenu¨ber dem Pilz
verantwortlich (Netea u. a., 2010; Li u. a., 2010; Zelante u. a., 2009; Herna´ndez-
Santos und Gaffen, 2012; Cheng u. a., 2010; Deng u. a., 2015). Menschen mit
genetischen Defekten in der IL-17 Immunita¨t oder dem Dectin-1-Gen zeigen
eine erho¨hte Anfa¨lligkeit fu¨r chronische mukokutane Candidosen (Puel u. a.,
2011; Ferwerda u. a., 2009). Dectin-1 vermittelte IL-1beta Sekretion hat also eine
Funktion in der Induzierung von angeborener und adaptiver Immunantwort.
Die Infiltration von Neutrophilen tra¨gt maßgeblich zu den Symptomen lokaler
C. albicans-Infektionen bei (Wilson u. a., 2013). Daru¨ber hinaus konnte aber in
Ma¨usen gezeigt werden, dass ROS, IL-1beta und beta-Glukane die Differen-
zierung von myeloide Suppressorzellen (MDSC) induzieren, die die Dectin-1
vermittelte Immunantwort modulieren (Rieber u. a., 2015).
Zusammengefasst scheint die Antwort des angeborenen Immunssystems
(ROS, Phagozytose) durch Dexamethason-induzierte tolerogene dendritische
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Zellen nicht eingeschra¨nkt zu sein. In Ma¨usen konnte außerdem gezeigt wer-
den, dass der genetische Hintergrund eine Rolle bei der von Dectin-1 vermit-
telten adaptiven Immunantwort gibt. Wa¨hrend sich nach Dectin-1-knockout in
C57BL/6-Ma¨usen die Anzahl der Th17-Zellen erho¨ht, zeigen BALB/c-Ma¨use
nach Dectin-1-knockout ein erho¨htes Verha¨ltnis von Th1/Tregs (Carvalho u. a.,
2012).
In Abbildung 5.1 sind die Ergebnisse nochmals grafisch zusammengefasst.
Ob beta-Glukane auf der Oberfla¨che von lebenden C. albicans fu¨r Interak-
tionen mit Dectin-1 zur Verfu¨gung stehen ist umstritten und ha¨ngt u.a. vom
Stamm ab (Jia u. a., 2014). Es ko¨nnten allerdings im Lauf der Immunantwort
gescha¨digte C. albicans entstehen deren beta-Glukane dann exponiert sind und
fu¨r die Interaktion mit Dectin-1 zur Verfu¨gung stu¨nden. Eine Rolle ko¨nnten da-
bei reaktive Sauerstoffspezies wie Superoxid-Anionen spielen die die Membran
von Pilzen scha¨digen ko¨nnen (Mayra Denisse Ramirez-Quijas, 2015; Wheeler
u. a., 2008). Des weiteren besitzen Pilze vielfa¨ltige Mechanismen sich der Detek-
tion durch PRRs zu entziehen. So wird die Exposition von beta-Glukanen von
Pilzen durch vielfa¨ltige Mechanismen beeinflusst. So spielt z.B. die Morpho-
logie im Falle von C. albicans eine Rolle Wheeler u. a. (2008) ob beta-Glukane
an der Oberfla¨che exponiert sind. Ein anderes Beispiel ist die Expression von
Eng1 durch Histoplasma capsulatum, welche beta-Glukane auf seiner Oberfla¨che
entfernt und so seine Virulenz erho¨ht (Brown, 2016; Garfoot u. a., 2016).
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Abbildung 5.1: Dectin-1 Signalweiterleitung in Dex-DC. Stimulation von Dectin-1 auf
Dex-Dc fu¨hrt zu einer versta¨rkten Aktivierung von Syk. Infolgedessen
kommt es zu einer versta¨rkten Generierung von Superoxid-Anionen
und Aktiverung von STAT3. Daru¨ber hinaus wird p50 in den Zellkern
transportiert und lo¨st dort vermutlich eine erho¨hte Expression von
IL-10 aus.
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5.5 Dex-DC prozessieren Antigene die via Dectin-1
aufgenommen werden.
Die hohe Dectin-1-Expression auf Dex-DC macht den Rezeptor interessant fu¨r
Vakzinierungen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass nicht-kovalente Konjuga-
tion des Modellproteins DQ-BSA an Zymosan-Partikel zur Prozessierung von
DQ-BSA in Zymosan-enthaltenden Organellen fu¨hrt. Dies konnte fu¨r transfi-
zierte Hek293 , iDC und Dex-DC gezeigt werden (Abbildung 4.25 - 4.28). In
Dex-DC ist die Fluoreszenz und damit die Prozessierung von an Zymosan gecoa-
tetem DQ-BSA intensiver. In iDC war kein solcher unterschied zu sehen. Durch
Verfu¨gbarkeit von Dectin-1-exprimierenden Hek293 konnte gezeigt werden,
dass Dectin-1 DQ-BSA-gecoatetes Zymosan erkennt, aufnimmt und prozessiert.
Gleichzeitig wurde durch diese Versuche gezeigt, dass die Maschinerie, die
fu¨r die Prozessierung von aufgenommenen Antigenen no¨tig ist, in Dex-DC
funktioniert. Ob antigen-spezifische T-Zellen nach Aufnahme von gecoateten
Zymosan-Partikeln gehemmt (Dex-DC) oder stimuliert (DC) werden ko¨nnen,
wird Gegenstand zuku¨nftiger Versuche sein. Zhang u. a. (2013) zeigen wie
Dexamethason-induzierte tolerogene Zellen zusammen mit Insulin-Peptiden
bei Typ-I Diabetes Toleranz vermitteln ko¨nnen. Dectin-1 als Zielrezeptor auf
tolerogenen dendritischen Zellen fu¨r verschiedene Autoantigene ko¨nnte in wei-
teren Modellen effektiv Toleranz fu¨r weitere Autoantigene vermitteln. Ob die
vergleichsweise hohe IL-1beta Sekretion im Rahmen von Vakzinierungen kon-
traproduktiv ist, ist unklar. Partikel die effizient phagozytiert werden ko¨nnen
(Zymosan und HKCA), ko¨nnten eine deutlich geringere Menge IL-1beta freiset-
zen als große Partikel wie Curdlan, die schwer aufgenommen werden ko¨nnen.
Die starke Generierung von Superoxid-Anionen ko¨nnte sich allerdings nega-
tiv auf die Antigenpra¨sentation auswirken. Dendritische Zellen nutzen niedrige
ROS Level um den pH-Wert in vakuolischen Strukturen optimal zu regulieren
(Jancic u. a., 2007; Mantegazza u. a., 2008). Makrophagen nutzen hohe ROS-
Level um aufgenommenen Pathogene schnell zu zersto¨ren. Eine zu starke
Antigen-Fragmentierung wirkt sich mo¨glicherweise negativ auf ihre Pra¨sen-
tation aus (Savina u. a., 2006). LC3 scheint an diesem Prozess beteiligt zu sein.
ROS lo¨sen die LC3-Rekrutierung an endosomale Membranen aus. LC3 sorgt fu¨r
eine erho¨hte Fungizidita¨t, wa¨hrend LC3-Defizienz in in Makrophagen zu einer
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erho¨hten Sekretion von IL1-beta fu¨hrt (Tam u. a., 2014; Ma u. a., 2012). In Dex-
DC konnte eine erho¨hte Prozessierung von DQ-BSA ,welches nicht-kovalent an
Zymosan konjugiert wurde, nachgewiesen.
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5.6 Dectin-1 Stimulation fu¨hrt nicht zur Aktivierung von
CD4+-T-Zellen durch Dex-DC
Wie aufgrund der Analyse der Oberfla¨chenmarker nach Stimulation mit LPS
oder beta-Glukanen zu erwarten war, stimulieren Dex-DC keine Proliferation
von allogenen CD4+-T-Zellen (Abbildung 4.13). Die kostimulatorischen Mo-
leku¨le CD80 und CD86 wurden von Dex-DC bei Stimulation mit Curdlan oder
Zymosan nicht hochreguliert. Dazu kommt eine Erho¨hung der PD-L1/L2 Ex-
pression die ebenfalls seinen Teil zur Inhibierung der Proliferation der T-Zellen
beitra¨gt.
Dieser Befund ist von besonderem Interesse, da im Rahmen von Vakzinie-
rungen mit Antigen-beladenen tolerogenen dendritischen Zellen eine effiziente
und antigen-spezifische Inhibition von T-Zellen erwu¨nscht ist, um Toleranz
zu vermitteln. Diese Spezifita¨t bei der Vermittlung von Toleranz ist ein unge-
meiner Vorteil gegenu¨ber der globalen Unterdru¨ckung des Immunsystems bei
Transplantation und Autoimmunita¨t, die zur Entstehung von Tumoren und
Infektionen fu¨hren kann. Die Funktion des Immunsystems Fremdantigene zu
erkennen und zu eliminieren bleibt erhalten (Moreau u. a., 2012a; Van Brussel
u. a., 2014; Miller u. a., 2007; Zhang u. a., 2013; Geng u. a., 2015).
Dass sich Dectin-1 als Target fu¨r antigen-spezifische Vakzinierungen eignet,
wurde schon in mehreren Studien gezeigt (Xie u. a., 2010; Carter u. a., 2006;
Huang u. a., 2010; Leibundgut-Landmann u. a., 2008; De Smet u. a., 2013). Bis-
her wurden allerdings lediglich Szenarien untersucht in denen u¨ber Dectin-1
Antigene in die Zelle eingebracht wurden, um die Proliferation von antigen-
spezifischen T-Zellen zu stimulieren. Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass
Dectin-1 auf tolerogenen dendritischen Zellen mo¨glicherweise als Ziel fu¨r die
Lieferung von Selbstantigenen zur Vermittlung von Immuntoleranz geeignet
ist.
Vor dem Hintergrund der versta¨rkten Aktivierung von Mechanismen des
angeborenen Immunsystems durch Dex-DC ist der oben beschriebene Befund
interessant um die Wichtigkeit der adaptiven Immunantwort gegen Pilze ein-
zuscha¨tzen. Gegen innate Mechanismen wie die Generierung von Superoxid-
Anionen haben Pilze wie C. albicans endogene Abwehrmechanismen entwickelt.
Die Oberfla¨chenexpression der Superoxiddismutase schu¨tzt C. albicans vor
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oxidativem Stress (Frohner u. a., 2009). Wenn davon ausgegangen wird, dass
Dexamethason die Anfa¨lligkeit fu¨r Infektionen durch C. albicans erho¨ht, dabei
aber die prima¨re Immunantwort von Zellen des Immunsystems (hier DCs)
erho¨ht, dann wird deutlich, dass T-Zell vermittelte Mechanismen eine große
Rolle bei der Beka¨mpfung von pathogenen Pilzen spielen. Verhindert wird die
Einleitung einer adaptiven Immunantwort nach Stimulation von Dectin-1 durch
Aktivierung von STAT3 und Inhibition von NFκB-abha¨ngigen Signalwegen.
Neben Dectin-1 exprimieren dendritische Zellen weitere Rezeptoren wie CR3
(Brown und Gordon, 2005), Galectin-3 (Wu u. a., 2013) und DC-SIGN (Cambi
u. a., 2003), die pathogene Pilze erkennen ko¨nnen. Vorallem CR3 spielt bei der
Beka¨mpfung von pathogenen Pilzen (Gazendam u. a., 2014; Ganesan u. a., 2014).
Wa¨hrend DC-SIGN auf beiden Zelltypen auf etwa gleichem Level exrpimiert
wird, ist die Expression von CR3 bzw. CD11b deutlich verringert. Ku¨rzlich
wurde durch Huang u. a. (2015) gezeigt, dass CR3 und Dectin-1 synergistisch
zusammenarbeiten um eine adaptive Immunantwort gegen das Pathogen Hi-
stoplasma capsulatum auszulo¨sen. Die verringerte Expression von CD11b auf
Dex-DC ko¨nnte demzufolge ebenfalls den Pha¨notyp von Dex-DC nach Stimu-
lation mit beta-Glukanen erkla¨ren.
Vermutlich ist die eingeschra¨nkte DC-Funktion nur ein Teilaspekt der erho¨hten
Anfa¨lligkeit fu¨r Candida-Infektionen. Neutrophile spielen in vivo entscheidende
Rolle bei der Beseitigung von von Candida-Infektionen (Gazendam u. a., 2014).
Daru¨ber hinaus mu¨sste die Rolle weiterer PRRs untersucht werden. Die Ober-
fla¨che von intakten C. albicans ist komplex und beinhaltet neben beta-Glukanen
weitere PAMPs. Behandlung mit Dexamethason kann außerdem Neutropeni-
en begu¨nstigen und so ebenfalls die Infektanfa¨lligkeit erho¨hen, selbst wenn
dendritische Zellen eine erho¨hte Aktivita¨t von innaten Mechanismen wie Pha-
gozytose und Superoxid-Anion Bildung zeigen. Das durch Dex-DC sezernierte
IL-10 bei Kontakt mit Dectin-1 Liganden wirkt zusa¨tzlich da¨mpfend auf das
Immunsystem.
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